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INTRODUCTION GENERALE 
 
De nos jours, le cancer est la deuxième cause de mortalité mondiale chez l’Homme et il est en 
constante augmentation. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que si la tendance se 
poursuit, le nombre de décès dû au cancer sera supérieur à 10 millions en 2020. Les traitements 
traditionnellement utilisés pour lutter contre le cancer sont la chirurgie, la radiothérapie et la 
chimiothérapie. Ils restent malheureusement insuffisants pour l’élimination totale et durable d’un 
certain nombre de tumeur. C’est dans ce contexte que s’est développée, à partir des années 1950, 
l’idée d’utiliser des virus oncolytiques (OV) pour détruire les tumeurs humaines (1). Les OV offrent 
une alternative aux thérapies conventionnelles en induisant la destruction des tumeurs par lyse 
directe et/ou par l’induction d’une réponse immunitaire contre la tumeur (2).  
Pour lutter contre le cancer, le virus oncolytique (ou OV) va idéalement infecter et se répliquer dans 
les cellules tumorales conduisant à leur lyse, tout en épargnant les cellules non transformées. La 
réussite de cette approche passe donc obligatoirement par l’infection sélective des cellules 
tumorales. Il existe de façon intéressante un recoupement fonctionnel entre le programme 
biologique des virus et les altérations essentielles qui dictent l’évolution tumorale. Les modifications 
génétiques et phénotypiques des cellules tumorales leur confèrent des avantages prolifératifs, qui 
sont généralement associés à la perte de certains mécanismes de défenses intracellulaires critiques. 
L’environnement ainsi mis en place dans les cellules tumorales s’avère très favorable à la réplication 
virale. Il a ainsi été mis en évidence au cours de ces dernières décennies que certains virus ont un 
oncotropisme naturel (tels que le virus de la maladie de Newcastle (NDV), le virus de la stomatite 
vésiculeuse (VSV) ou les réovirus humains) mais aussi qu’il est possible d’optimiser le potentiel 
oncolytique d’autres virus (tels que les adénovirus (AdV) ou le virus de la vaccine(VACV)) (3). En effet, 
l’inactivation de certains gènes d’intérêt (codant par exemple pour des facteurs de croissance (4) ou 
des facteurs anti-apoptotiques (5), nécessaires à la réplication virale dans les cellules normales mais 
accessoires dans les cellules tumorales, permet de renforcer l’efficacité et l’innocuité du virus 
oncolytique.  
De façon à améliorer la destruction des tumeurs par les OV, il est possible de leur associer une 
thérapie génique via l’expression de transgènes thérapeutiques insérés dans le génome viral. Par 
exemple, l’expression d’un gène suicide par l’OV infectant sélectivement les cellules tumorales va 
permettre la transformation d’une prodrogue en molécules toxiques dans les cellules tumorales 
uniquement. La chimiothérapie moléculaire ainsi mise en place présente l’avantage d’être moins 
toxique qu’une chimiothérapie systémique. De plus, l’effet bystander médié par la diffusion des 
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molécules toxiques dans les cellules voisines permet la destruction des cellules de la masse tumorale 
n’ayant pas été infectées.  
Parmi les candidats à la virothérapie anticancéreuse, les poxvirus, et notamment leur chef de file 
VACV, ont été largement étudiés (6-8). En effet, leur cycle réplicatif court et fortement lytique ainsi 
que leur capacité de dissémination rapide dans les tissus environnants présentent des avantages 
certains en vu d’un effet oncolytique massif. Leur réplication entièrement cytoplasmique limite le 
risque d’insertion de gènes viraux dans le génome des cellules hôtes. Le grand génome ADN de ces 
virus supporte l’insertion de larges transgènes, voir de plusieurs transgènes, ce qui fait des poxvirus 
des vecteurs de choix pour la thérapie génique. La forte réponse immunitaire induite par l’infection 
poxvirale peut aussi faciliter l’élimination des sites tumoraux. Enfin, il s’est avéré que certains 
poxvirus présentent un tropisme naturel pour les cellules tumorales, généralement associé à la 
modification du contexte intracellulaire dans les cellules tumorales (9; 10).  
Au sein de la famille Poxviridae, le virus myxomateux (MYXV) présente l’avantage supplémentaire 
d’être spécifique de son hôte, le lapin. A ce jour, il n’a jamais été mis en évidence d’infection ou de 
maladie causées par ce virus chez d’autres espèces de mammifères, y compris l’Homme. Malgré 
cette grande spécificité d’hôte, il a été montré que le MYXV est capable d’infecter de façon 
productive une série de lignées tumorales humaines (11) et présente une activité oncolytique contre 
des cellules d’adénocarcinomes pancréatiques humains (12) in vitro. Plusieurs études ont aussi 
montré que le MYXV présente une activité oncolytique dans des modèles précliniques de gliomes 
(13), médulloblastomes (14) et tumeurs rhabdoïdes (15) humaines, et dans un modèle de 
mélanomes murins (16). 
 
Ce projet de thèse s’inscrivait dans un programme européen plus vaste du nom de THERADPOX, dont 
le but était de mettre au point des vecteurs oncolytiques adénoviraux et poxviraux optimisés et 
originaux pour le traitement du cancer chez l’Homme. Parmi les poxvirus étudiés, notre laboratoire a 
travaillé à l’étude d’un virus myxomateux (MYXV) qui soit adapté au traitement des cancers 
colorectaux, pancréatiques et ovariens humains. En effet, le cancer du colon est la quatrième forme 
de cancer au monde avec 1 million de nouveaux cas estimés chaque année et un demi million de 
décès par an (données OMS). S’il est détecté suffisamment tôt, la chirurgie est efficace sur ce type de 
cancer. Malheureusement, les deux tiers des patients nouvellement diagnostiqués ont déjà une 
atteinte des nœuds lymphatiques (NL) et des métastases distantes. A partir de ce stade, seuls 40% 
des malades avec une atteinte des NL et moins de 10% de ceux avec des métastases, ont une 
espérance de vie supérieure à 5 ans (17). En ce qui concerne les cancers pancréatiques, le nombre de 
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personnes diagnostiquées en 2008 est estimé à 37 000 aux USA et à 232 300 dans le monde, et la 
mortalité associée est quasiment équivalente (18). Ces chiffres soulignent le caractère létal de cette 
pathologie, pour laquelle seule la résection chirurgicale complète peut offrir un espoir de guérison. 
Enfin, le cancer des ovaires, qui est au 5ème rang en termes d’incidence et de mortalité chez les 
femmes américaines, est le cancer le plus mortel parmi les cancers gynécologiques (18).  
 
Dans la première partie de ce document, une présentation des généralités, bases moléculaires et 
traitements usuels du cancer chez l’Homme sera d’abord réalisé. Puis l’utilisation des virus dans la 
lutte contre les cancers, pour leur aspect oncolytique ou en tant que vecteurs pour la thérapie 
génique, sera abordée. Enfin, nous présenterons les poxvirus, et plus particulièrement le virus 
myxomateux, et leur intérêt en virothérapie oncolytique.  
Dans une deuxième partie, nous aborderons les résultats obtenus au cours de ce travail de thèse. 
Nous avons envisagé l’optimisation de l’activité oncolytique du MYXV in vitro, via l’inactivation de 
certains gènes d’intérêt puis grâce à l’insertion d’un gène suicide dans le génome viral. Par ailleurs, 
l’amélioration du MYXV oncolytique, ainsi que son efficacité et son innocuité ont été testées dans 
différents modèles animaux.  
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 
 
I. Introduction générale à la cancérologie 
 
Le mot « cancer », d’origine grecque, signifie « crabe ». Galien, médecin grec de l’époque romaine, 
décrivait ainsi le phénomène comme « une tumeur qui s’étend des deux côtés par des 
prolongements anormaux qui envahissent les tissus adjacents, ressemblant aux pattes d’un crabe qui 
sont présentes tout le long de la tête et du corps de l’animal » (19).  
 
A. Généralités sur le cancer 
 
a) Statistiques 
 
Le cancer est un problème de santé publique dans le monde entier. Il n’épargne personne : jeunes et 
vieux, riches et pauvres, hommes, femmes et enfants. Après les maladies cardiaques, le cancer est la 
deuxième cause de mortalité dans le monde, avec 7.6 millions de décès en 2005, soit 13% des 58 
millions de décès dans le monde (données Organisation Mondiale de la Santé (OMS)). Si les pays 
industrialisés étaient les plus touchés il y a quelques années, aujourd’hui les pays en développement 
et les nouveaux pays industrialisés ne sont plus épargnés, l’augmentation du pourcentage de 
mortalité par cancer étant même plus rapide dans ces pays. La figure 1 montre la répartition du 
nombre et du pourcentage de décès dus au cancer dans le monde au cours de l’année 2002. On 
estime qu’au cours de sa vie, un homme sur deux et une femme sur trois sont confrontés à la 
maladie. Si la tendance se poursuit et avec la progression régulière du nombre de personnes âgées, 
le nombre de personne se voyant diagnostiquer un cancer doublera presque en vingt ans, passant de 
10.9 millions en 2002 à 16 millions en 2020, ce qui se traduirait par plus de 10 millions de victimes du 
cancer par an. Les cancers les plus meurtriers sont, par ordre d’incidence et tous sexes et âges 
confondus : le cancer du poumon (1.3 millions de décès par an), le cancer de l’estomac (1 million de 
décès par an), le cancer du foie (660 000 décès par an), le cancer du colon (650 000 décès par an) et 
le cancer du sein (500 000 décès par an) (données OMS). Les hommes et les femmes n’étant pas 
égaux devant cette affection, les types de cancer les plus fréquents ne sont pas les mêmes.  
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Figure 1 : Répartition du nombre et du pourcentage de décès dus au cancer dans le monde en 2002  
(Source OMS) 
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Aux Etats-Unis, par exemple, les cancers de la prostate, des poumons et du colon comptent pour plus 
de 50% des cancers nouvellement diagnostiqués chez l’homme, le cancer de la prostate représentant 
à lui seul 25% des cas, selon les estimations attendues pour l’année 2009 (figure 2). Chez la femme, 
les cancers les plus diagnostiqués en 2009 seront les cancers du sein, des poumons et du colon, le 
cancer du sein représentant à lui seul 27% des cas (20). La répartition selon les pays varie, elle aussi, 
les cancers déclenchés par des infections étant plus répandus dans les pays en développement, 
tandis que les cancers de la prostate, du sein et du colon sont plus fréquents dans les pays riches.  
 
b) Causes majeures 
 
Selon l’OMS, « On pourrait éviter 40% des cancers principalement en s’abstenant de consommer du 
tabac, en ayant une alimentation saine, en faisant des exercices physiques et en prévenant les 
infections provoquant des cancers ».  
L’apparition d’un cancer tient son origine dans la transformation d’une cellule normale en cellules 
cancéreuses, processus en plusieurs étapes qui va finalement aboutir à une tumeur maligne en 
passant par une lésion pré-cancéreuse. Ces changements sont le résultat d’une interaction entre des 
facteurs génétiques de l’individu et des facteurs extérieurs ou environnementaux, dont voici une liste 
non-exhaustive (21; 22) (figure 3) : 
• Les facteurs génétiques, dans certains cancers dits « héréditaires » ou « familiaux ». Des 
études épidémiologiques ont montré que certains sous-groupes de population pourraient 
avoir une susceptibilité génétique accrue par rapport à certains cancers. Il existe des histoires 
familiales de la maladie, spécialement lorsque des cas de cancers développés jeunes sont 
rencontrés (exemple des cancers du sein ou du colon). Des analyses ségrégationnelles ont 
mis en évidence une transmission mendélienne de ces cancers, et des marqueurs génétiques 
ont été identifiés (21).  
• Les rayonnements ultraviolets, à l’origine du nombre croissant de cancers de la peau chez les 
sujets exposés au soleil de façon excessive, et tous les rayons ionisants (la tragédie de 
Tchernobyl est responsable de plus de 2000 cas de cancers à ce jour, de la thyroïde 
notamment).  
• Les facteurs traumatiques (grattages, frottements ou coups répétés).  
• Les hormones, via leur action stimulante sur la division cellulaire (ex : les œstrogènes pour le 
cancer du sein et la testostérone pour le cancer de la prostate).  
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Figure 2 : Estimation des dix types de cancer responsables du plus grand nombre de cas de cancer 
et de mort par cancer, par sexe, aux USA, en 2009  
(Extrait de Jemal et al (20)) 
 
 
 
 
Figure 3 : Proportion des différents facteurs non génétiques responsables de décès par cancer 
(Extrait de Colditz GA et al (21)) 
Synthèse bibliographique 
8 
 
• L’alimentation : une alimentation saine, composée de fruits et légumes, pauvre en viande 
rouge et en sel, associée à une activité physique régulière, a permis de réduire l’incidence de 
certains cancers. Aux Etats-Unis où 65% des individus sont en surpoids ou obèses, l’obésité 
serait responsable de 16-20% des décès dus aux cancers chez la femme, et 14% chez 
l’homme. La consommation d’alcool est connue pour favoriser en grande partie dans 
l’apparition de nombreux cancers, tel que le cancer du foie, de l’œsophage, de la cavité 
buccale. La cuisson des aliments, et certains contaminants de l’eau de boisson (arsenic), sont 
aussi impliqués dans l’apparition de cancer.  
• Le tabac, à l’origine de près de 30% des cas de cancers dans les pays développés, est associé 
à la forte hausse de mortalité due au cancer du poumon et des bronches dans les pays 
occidentaux. Un fumeur a 10 fois plus de chance de développer un cancer qu’un non fumeur.  
• Les facteurs biologiques : un cinquième des cancers survenant dans le monde résultent 
d’infection chronique. Notamment, certains virus (tel que les virus des hépatites B et C 
responsables des cancers du foie, les papillomavirus humains (HPV) et cancer du col de 
l’utérus, le VIH impliqué dans le sarcome de Kaposi), des bactéries (association de l’infection 
à Helicobacter pylori au cancer de l’estomac) et des parasites (rôle de la schistosomiase dans 
le cancer de la vessie) ont été impliqués dans l’étiologie de certains cancers.  
• L’âge, enfin, apparait comme un facteur fondamental dans l’apparition des cancers, 
vraisemblablement en corrélation avec l’accumulation des risques tout au long de la vie mais 
aussi avec la perte de mécanismes de réparation cellulaire efficaces.  
 
B. Bases moléculaires du cancer 
 
La formation d’une tumeur résulte d’une cascade d’événements cellulaires aboutissant à 
l’immortalisation et à la transformation de cellules. L’immortalisation cellulaire est un processus 
pathologique par lequel une cellule se divise de façon continue ou indéfinie. La transformation 
consiste en l’acquisition par une cellule immortalisée de nouvelles propriétés modifiant sa 
morphologie et sa croissance.  
Au début de notre siècle, Hanahan et Weinberg (23) ont réalisé une synthèse des règles qui 
gouvernent la transformation d’une cellule humaine normale en un cancer malin, à partir de toutes 
les connaissances riches et complexes générées par la recherche sur le cancer pendant les 25 
dernières années du 20
ème
 siècle. Malgré cette complexité, les recherches des dernières décennies 
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ont révélé un petit nombre de caractéristiques moléculaires, biochimiques et cellulaires, partagés par 
la plupart et peut-être tous les types de cancers humains, venant du fait que virtuellement toutes les 
cellules de mammifères détiennent la même machinerie régulant leur prolifération, différentiation et 
mort cellulaire.  
Une des premières observations tient dans le fait que le génome des cellules tumorales est 
invariablement altéré à de multiples endroits, ce qui conduit à la dérégulation de gènes dits 
oncogènes et à la perte ou à l’altération d’autres gènes dit suppresseurs de tumeurs. La 
transformation des cellules normales en cellules tumorales in vitro est possible en réalisant au 
minimum 4 événements génétiques : l’altération du contrôle de la longueur des télomères, 
l’altération des voies centrales de contrôle de la croissance cellulaire (via l’inactivation des 
suppresseurs de tumeurs p53 et rétinoblastome (pRb)) et l’activation de l’oncogène ras (24). Le 
cancer est communément vu comme le résultat de l’accumulation de mutations dans une population 
cellulaire hétérogène et génétiquement instable par un processus analogue à la théorie Darwinienne 
de l’évolution, dans laquelle une succession de changements génétiques, chacun conférant un 
avantage sélectif de croissance, conduit à une conversion progressive des cellules normales en 
cellules cancéreuses (25; 26).  
Associé à l’instabilité génétique, le vaste catalogue des génotypes de cellules cancéreuses est la 
manifestation de six altérations essentielles dans la physiologie cellulaire (figure 4) (23), ces 
altérations n’étant pas forcément toutes présentes dans toutes les cellules tumorales:  
 
1. Autosuffisance par rapport aux signaux de croissance cellulaire 
Les cellules normales requièrent des signaux de croissance mitotiques (growth signal, GS) de façon à 
passer d’un stade quiescent (phase G0 du cycle cellulaire) à une phase proliférative (phases G1 à M 
du cycle cellulaire) (figure 5). Les cellules tumorales génèrent la plupart de leurs signaux de 
croissance cellulaire, réduisant ainsi leur dépendance par rapport aux cellules voisines et aux 
stimulations du microenvironnement tissulaire normal qui les entourent. Elles acquièrent ainsi la 
capacité de synthétiser des facteurs de croissance pour lesquels elles sont réceptives, créant une 
boucle de rétrocontrôle positif ou encore stimulation autocrine. Un autre mécanisme illustrant 
l’autonomie proliférative acquise par les cellules tumorales tient dans l’altération des cascades 
intracellulaires de transmission des signaux de croissance, telle que la voie SOS-Ras-Raf-MAPK (27). 
Ainsi, dans près de 25% des tumeurs humaines, la protéine Ras est présente sous une forme 
structurale altérée permettant la libération continue de signaux mitogéniques sans la stimulation de 
leur régulateurs normaux en amont.  
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Figure 4 : Propriétés acquises par les cellules tumorales pour assurer leur développement 
(Extrait de Hanahan et Weinberg (23)) 
 
 
 
Figure 5 : Différentes phases du cycle cellulaire  
Le cycle normal est divisé en 4 phases principales (G0/G1, S, G2, M) qui régulent l’ensemble des 
mécanismes de division cellulaire. 
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2. Insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance 
Dans les tissus normaux, de multiples signaux antiprolifératifs maintiennent la quiescence cellulaire 
et l’homéostasie tissulaire ; ces signaux incluent des inhibiteurs solubles ainsi que des inhibiteurs 
ancrés dans la matrice extracellulaire (MEC) ou à la surface des cellules voisines. Ces signaux 
inhibiteurs de croissance, comme leur contrepartie positive, sont réceptionnés au niveau de 
récepteurs transmembranaires couplés à des circuits de signalisation intracellulaire. L’inhibition de la 
prolifération cellulaire peut se faire par deux mécanismes distincts : l’arrêt du cycle cellulaire en 
phase quiescente G0, de façon réversible, ou la transition permanente en phase post-mitotique 
associée à une différentiation phénotypique. La plus grande partie de la réponse cellulaire aux 
signaux antiprolifératifs est associée à la régulation du cycle cellulaire, et plus particulièrement aux 
composants qui gouvernent la transition de la phase G1 à la phase S de reprise du cycle cellulaire. Au 
niveau moléculaire, le contrôle de cette étape passe quasi totalement par les protéines de la famille 
du gène suppresseur de tumeur du retinoblastome (Rb) (protéines pRb, p107 et p130) (28). Dans un 
stade hypophosphorylé, pRb bloque la prolifération en séquestrant et en altérant la fonction des 
facteurs de transcription eucaryotes e2F (29). L’inactivation de pRb dans les cellules tumorales libère 
e2F et induit la prolifération cellulaire, les rendant insensibles aux signaux inhibiteurs (30).  Les 
facteurs e2F régule l’orientation de la cellule vers un processus de prolifération ou de mort 
programmée en fonction des signaux reçus par la cellule (figure 6) (31). La perte de pRb dans les 
cellules normales peut orienter celles-ci vers l’apoptose, c’est pourquoi tout mécanisme qui 
supprime l’apoptose apporte une opportunité pour les cellules déficientes en pRb de survivre. Cette 
configuration engendre une pression de sélection qui explique que généralement les voies de 
l’apoptose soient aussi dérégulées dans les cellules tumorales (32).   
 
3. Echappement au programme de mort cellulaire programmée (apoptose) 
Le programme de mort cellulaire est présent dans virtuellement tous les types cellulaires de 
l’organisme, et peut être induit par un grand nombre de paramètres (lésion de l’ADN, activation d’un 
oncogène, insuffisance en facteurs de survie ou situation d’hypoxie). Une fois activé, ce programme 
suit une série d’étapes précisément chorégraphiée. Les membranes cellulaires sont rompues, le 
squelette cytoplasmique et nucléaire est détruit, le cytosol est extrudé, les chromosomes sont 
dégradés et le noyau est fragmenté, tout ça en 30 à 120 minutes. Les mécanismes moléculaires 
régulant cette machinerie apoptotique sont très complexes et font intervenir de nombreux 
composants (figure 7) (33).  
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Figure 6 : Voies de signalisation de la protéine pRb et du facteur de transcription e2F1 
Selon les signaux intégrés par la cellule (lésion ADN ou signaux mitotiques), le facteur de transcription e2F1, 
libéré par pRb hyperphosphorylé (inactif), va activer différentes voies de signalisation intracellulaire qui 
orientent la cellule vers la prolifération ou vers l’apoptose. (Extrait de Polager et Ginsberg (31)) 
 
 
 
Figure 7 : Illustration des deux voies apoptotiques majeures dans les cellules de mammifères 
A gauche, la voie de signalisation des récepteurs de mort (tels que le récepteur au TNF (tumor necrosis factor) 
ou le CD95), ou encore voie extrinsèque. A droite, la voie de signalisation mitochondriale (ou intrinsèque), qui 
est activée en réponse à divers stress intracellulaires, tel que les lésions de l’ADN. (Extrait de Hengartner MO 
(33)).  
Synthèse bibliographique 
13 
 
La résistance des cellules cancéreuses à l’apoptose peut être acquise par une variété de stratégie, la 
plus courante étant sûrement la perte du régulateur pro-apoptotique p53, élément clé de la cascade 
apoptotique. L’inactivation fonctionnelle de cette protéine, via de nombreuses mutations sur le gène 
suppresseur de tumeur p53, est observée dans plus de 50% des cancers humains (34). Une autre voie 
est couramment impliquée dans l’atténuation du phénomène apoptotique dans les cellules 
tumorales : la voie phosphatitidylinositol 3-kinase (PI3K)-AKT/PKB (35; 36). La figure 8 résume les 
altérations de cette voie et les inhibiteurs pharmaceutiques pouvant être envisagés pour 
contrebalancer ces effets dans les cellules tumorales. 
 
4. Potentiel de réplication illimité 
Le potentiel de prolifération exacerbé acquis par les cellules tumorales suite aux trois 
caractéristiques précédemment décrites, pourrait suffire à la formation d’une vaste population 
cellulaire, si chaque cellule de mammifère ne comportait pas un programme intrinsèque et 
autonome qui limite la réplication cellulaire, indépendamment des voies de signalisation. Ainsi, il a 
été montré que les cellules normales ont un potentiel de réplication limité, qui fait que lorsqu’elles 
ont dépassé un certain nombre de divisions cellulaires, elles rentrent dans un état qualifié de 
sénescence (37). Le mécanisme responsable de ce taux de générations limité a été découvert au 
cours de la dernière décennie, et est relié aux télomères situés à l’extrémité des chromosomes (38). 
L’érosion progressive des télomères au cours des cycles de réplication entraîne la perte de leur 
capacité à protéger l’extrémité des chromosomes d’ADN (acide désoxyribonucléique), et donc 
irrémédiablement la fusion chromosomique, l’entrée en crise et la mort de la cellule concernée (39). 
Afin d'échapper à cette mort programmée, les cellules tumorales ont développé un mécanisme 
permettant d’éliminer le phénomène d’érosion télomérique. Ainsi, toute cellule tumorale possède 
une activité de maintien de ses télomères par deux mécanismes distincts (40). Dans 85 à 90% des 
cas, une sur-expression de l’enzyme télomérase ajoute des séquences répétées d’hexanucléotides à 
l’extrémité des chromosomes. Dans les cas restants, les extrémités télomériques sont maintenues 
par recombinaison inter-chromosomique.  
 
5. Angiogénèse soutenue 
Chaque cellule ayant besoin pour sa survie de l’oxygène et des nutriments apportés par la 
vascularisation sanguine, théoriquement toutes les cellules d’un tissu ne peuvent se situer au-delà 
d’un périmètre de 10µm autour d’un capillaire sanguin.  
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Figure 8 : Représentation schématique des altérations de la voie de la protéine AKT dans les 
cellules cancéreuses humaines et opportunités pour des interventions thérapeutiques  
Les altérations moléculaires sont listées sur la droite, les inhibiteurs pharmacologiques sont indiqués 
sur la gauche. (Extrait de Bellacosa et al (35)) 
Abréviations : AMPK (AMP (acide monophosphatase) activated protein kinase); eIF-4E (4E eukaryote initiation 
factor); HIF (hypoxia inducible transcription factor); LBK1 ou STK11 (serine threonine kinase 11); PTEN 
(phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten) ; PDK1 (3’phosphoinositide-dependant 
kinase) ; RHEB (Ras family small GTPase); S6K (ribosomal protein S6 kinase); TSC (tuberous sclerosis complex); 
4E-BP! (eIF-4E binding protein). 
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Dans ce contexte, il semble donc logique que les cellules tumorales proliférant au sein d’un tissu peu 
vascularisé induisent une néo-angiogénèse locale. La capacité des tumeurs à induire l’angiogénèse 
semble être acquise précocement au cours du développement tumoral via un 
« switch angiogénique», c'est-à-dire une modification de la balance entre les inducteurs (facteurs de 
croissance endothéliaux VEGF, fibroblastiques FGF,…) et les inhibiteurs (angiostatine, 
thrombospondine-1, interférons α/β,…) de l’angiogénèse. Par exemple, la présence de mutation dans 
des oncogènes comme ras ou dans des suppresseurs de tumeurs comme p53, est à l’origine de la 
surexpression du facteur pro-angiogénique VEGF (vascular endothelial growth factor) ou de 
l’altération des concentrations de l’inhibiteur Thrombospondine-1 respectivement, illustrant ce 
phénomène de switch et l’activation de la vascularisation en état de quiescence (41).   
 
6. Capacité d’invasion tissulaire et de métastase  
Plus ou moins tardivement pendant le développement de la plupart des tumeurs humaines, des 
cellules néoplasiques s’évadent de la tumeur primaire, envahissent les tissus avoisinants et se frayent 
un chemin vers des organes distants afin d’y fonder de nouveaux foyers tumoraux. Ces 
développements métastatiques sont aujourd’hui responsables de 90% des décès dus au cancer. Au 
sein de l’organe colonisé, les métastases néo-formées apparaissent comme un amalgame de cellules 
normales et tumorales, dont le développement réussi répond aux cinq mêmes critères que les 
tumeurs primaires. Les phénomènes d’invasion et de métastase résultent de processus complexes, 
non complètement identifiés à ce jour. Parmi les classes de protéines affectées lors de l’acquisition 
du caractère métastatique se trouvent des protéines impliquées dans l’adhésion de cellule à cellule 
(cadhérines-calcium dépendantes et immunoglobulines) ou dans l’adhésion des cellules à la MEC 
(intégrines). L’altération la plus observée concerne la protéine cadhérine-E, molécule impliquée dans 
l’interaction cellule-cellule et trouvée de façon ubiquitaire sur les cellules épithéliales (42; 43). La 
fonction de la cadhérine-E semble altérée dans la majorité des cancers épithéliaux, alors que son 
expression supprime le caractère invasif des cellules tumorales épithéliales. Une autre 
caractéristique  associée aux capacités invasives et métastatiques est la présence de métallo-
protéases sur-exprimées et sous leur forme enzymatique active à la surface des cellules tumorales 
(44). L’amarrage des métalloprotéases à la surface des cellules tumorales faciliterait l’invasion du 
stroma et le passage à travers les couches épithéliales et interviendrait aussi dans des phénomènes 
d’angiogenèse.   
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Il est admis aujourd’hui que le développement tumoral ne peut s’expliquer uniquement par une 
succession de modifications génétiques intrinsèques aux cellules tumorales, mais implique aussi une 
communication évolutive entre les différents composants des tissus tumoraux complexes et 
hétérogènes, dans lesquelles les cellules cancéreuses mutantes ont su s’entourer et détourner des 
cellules normales qui leur servent de collaborateurs actifs. Ainsi les cellules tumorales forment des 
interactions complexes avec leur microenvironnement ou stroma tumoral (composé d’une MEC 
spécifique et de composants cellulaires tel que des fibroblastes, des cellules inflammatoires et 
immunitaires, des cellules endothéliales), contribuant à la formation d’un « organe complexe 
multicellulaire » qui facilite le développement des tumeurs (figure 9) (45; 46).  
Dans la continuité de ce schéma coopératif, il a été avancé qu’il existerait aussi une collaboration 
entre les cellules partiellement transformées, c’est à dire n’ayant pas acquis la totalité des 
caractéristiques nécessaires à la prolifération dans un environnement tumoral, permettant ainsi à 
l’ensemble ou une partie des cellules d’évoluer vers une population de cellules totalement 
transformées, plus facilement et plus rapidement (47).  
 
C. Traitements usuels des cancers 
 
Chaque cas étant particulier, la thérapie anticancéreuse fait, aujourd’hui, appel à un champ de 
disciplines et de compétences multiples, de telle sorte qu’autour des patients doivent se réunir des 
chirurgiens, des oncologues, des radiothérapeutes…, de façon à donner au patient le traitement le 
plus adapté.  
 
a) La chirurgie 
 
La chirurgie a été la première arme pour lutter contre le cancer. Aujourd’hui encore, 80% des cancers 
sont soignés par la chirurgie, c’est notamment le plus ancien et le principal traitement des tumeurs 
"solides". Par exemple, les cancers de la prostate et les cancers colorectaux sont quasi 
systématiquement traités par chirurgie. D’autres cancers, tels que les cancers du poumon ou de 
l’œsophage nécessitent des traitements initiaux alternatifs, de façon à diminuer l’étendue de la 
tumeur avant de l’extraire.  
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Figure 9 : Illustration du dialogue entre les cellules tumorales et le stroma activé environnant      
Les cellules tumorales activent leur environnement stromal en sécrétant des facteurs de croissance 
et des protéases qui agissent de façon autocrine et paracrine. Les enzymes protéolytiques sécrétées 
remodèlent la matrice extracellulaire (ECM) de façon à créer un environnement pro-migratoire et 
pro-invasif, conduisant à la génération de facteurs de croissance et à la génération de fragments 
d’ECM réactifs. Avec les facteurs de croissance issus des cellules tumorales, ces molécules induisent 
l’angiogénèse, recrutent et activent les cellules inflammatoires et les fibroblastes du stroma. Les 
fibroblastes sécrètent de nouveaux facteurs de croissance et protéases, qui amplifient les signaux de 
la cascade et aboutissent à la mise en place d’un stroma activé, qui favorise la croissance tumorale 
maligne. (Extrait de Mueller et Fusening (45)). 
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La chirurgie curative consiste en une exérèse « complète et radicale » de la tumeur, des tissus 
environnants sains et des aires ganglionnaires satellites. Elle se fait généralement après une biopsie, 
et nécessite la coopération d’un anatomopathologiste avec une analyse extemporanée pour être sûr 
d’enlever la totalité des tissus transformés. En effet, si les bordures de la zone d’exérèse se révèlent 
non saines, cela signifie qu’il risque de rester des cellules cancéreuses sur le site de l’opération donc 
il faut étendre le curetage. En ce qui concerne le retrait des nœuds lymphatiques, il peut être 
thérapeutique (cas du cancer de l’estomac) ou pronostique (permet de mesurer l’étendue de 
l’envahissement dans le cas du cancer du sein, par exemple).  
De nouvelles techniques chirurgicales se sont développées et sont de mieux en mieux maîtrisées 
comme la radiofréquence ou la chirurgie par coelioscopie. La radiofréquence permet de traiter des 
métastases hépatiques sans intervention "lourde". On place une aiguille à électrode dans la tumeur 
en se guidant par une technique d’imagerie comme les ultrasons, la tomodensitométrie, ou 
l’imagerie par résonance magnétique (IRM). On fait passer un courant électrique alternatif à haute 
fréquence dans l’électrode pour chauffer et éliminer les cellules du tissu tumoral se situant près de 
l’extrémité de l’aiguille. La chaleur provenant de l’énergie de radiofréquence ferme également les 
petits vaisseaux sanguins, ce qui minimise le risque d’hémorragie. En général, l’ablation par 
radiofréquence entraîne un minimum d’inconfort. La chirurgie par coelioscopie est une opération 
réalisée à l'aide d’une caméra et d’instruments longs, introduits par de petits orifices pratiqués sur la 
paroi abdominale. Elle permet de diminuer la durée d'hospitalisation, les complications post-
opératoires et la taille des cicatrices. 
Malgré tout, la chirurgie ne se suffit que rarement à elle seule (à part dans certains cancers de la 
peau), et il faut bien souvent y associer d’autres thérapies, telles que la radiothérapie ou la 
chimiothérapie. 
 
b) La radiothérapie 
 
Au cours du 20
ème
 siècle, la radiothérapie s’est développée à partir d’une application expérimentale 
des rayons X pour devenir une technique pointue de traitement des tumeurs (48). Elle consiste à 
utiliser des radiations ionisantes pour détruire les tumeurs malignes tout en veillant à minimiser les 
dommages sur les tissus normaux. Elle peut être très efficace, par exemple sur le cancer du larynx 
précoce, où le taux de guérison est de 90%.  
Bien que des doses plus fortes de radiation puissent permettre un meilleur contrôle des tumeurs, le 
dosage est limité par les lésions potentielles provoquées sur les tissus sains. Le développement de 
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nouvelles techniques a permis d’améliorer le ratio entre la destruction des tumeurs et les dommages 
causés sur les tissus normaux (49). Les progrès importants faits en imagerie médicale (tomographie, 
imagerie par résonance magnétique) y sont pour beaucoup. En effet, l’aide de l’imagerie permet de 
diminuer le risque d’oubli de cellules cancéreuses, d’adapter la dose distribuée à la forme et au 
volume de la tumeur, donc d’augmenter la dose reçue par la tumeur tout en réduisant le volume de 
tissu sain irradié (jusqu’à 50% de réduction). Une autre avancée technologique consiste en la 
modulation de l’intensité de la radiation. La distribution non uniforme de la dose permet alors 
d’adapter la dose optimum en fonction de la forme de la zone ciblée, réduisant ainsi les effets 
secondaires tardifs. L’expérience a montré aussi qu’il valait parfois mieux fractionner le traitement 
ionisant en plusieurs fois, plutôt qu’une administration massive unique, limitant ainsi la repopulation 
de la zone traitée, surtout pour les tumeurs bien différentiées.   
 
c) La chimiothérapie 
 
La chimiothérapie a des indications de plus en plus étendues, les produits utilisés étant de plus en 
plus nombreux et performants. Il s’agit par exemple du traitement principal des leucémies.  
Le principe des agents cytotoxiques anticancéreux est principalement leur action sur les cellules en 
phase de multiplication active. Il en existe différentes classes (tableau 1) qui agissent de façons plus 
ou moins différentes :  
• Les anti-métabolites se substituent à des acides aminés ou à des nucléotides. Ils 
interviennent donc au niveau de la synthèse nucléotidique et protéique. Un des plus connus 
est le fluorouracile (5-FU) qui se substitue à l’uracile, constituant essentiel des acides 
nucléiques (50).  
• Les agents alkylant agissent directement sur l’ADN par incorporation d’un radical méthyle. 
• Les sels de platine, dont la cisplatine qui a permis de réduire considérablement la mortalité 
liée au cancer par le passé (51), ont aussi une activité alkylante et provoquent en plus la 
formation de liaison inter et intra chaîne d’ADN.  
• Les antibiotiques, tel que les anthracyclines, jouent le rôle d’agent intercalant de l’ADN et 
favorisent la formation de radicaux libres toxiques. 
• Les vinca-alcaloïdes sont des antimitotiques purs qui agissent en empêchant la formation du 
fuseau chromatique préalable à la mitose. 
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Agents Alkylants 
Oxazaphosphorines 
 
 cyclophosphamide (Endoxan) 
 ifosfamide (Holoxan) 
 melphalan (Alkéran) 
 chloraminophène (Chlorambucil) 
 procarbazine (Natulan) 
Nitroso-urées 
 estramustine (Estracyt) 
 BCNU (Bicnu) 
 CCNU 
 fotémustine (Muphoran) 
Autres 
 dacarbazine ou DTIC (Déticène) 
 busulfan (Misulban) 
Antibiotiques 
Anthracyclines 
 
 adriamycine ou doxorubicine (Adriblastine) 
 4’ épiadriamycine ou épirubicine (Farmorubicine) 
Anthracènediones 
 mitoxantrone (Novantrone) 
Autres 
 actinomycine D (Lyovac Cosmégen) 
 mitomycine C (Amétycine) 
 bléomycine sulfate (Bléomycine) 
Vinca-alcaloïdes 
 vincristine (Oncovin) 
 vinblastine (Velbé) 
 vindésine (Eldisine) 
 vinorelbine (Navelbine) 
Dérivés du platine 
 cisplatine (Cisplatyl) 
 carboplatine (Paraplatine) 
 oxaliplatine (Eloxatine) 
Antimétabolites 
 5-fluoro-uracile (Fluorouracile) 
 méthotrexate (Lederthrexate) 
 6-mercaptopurine (Purinethol) 
 cytosine arabinoside (Aracytine) 
 gemcitabine (Gemzar) 
 capecitabine (Xeloda) 
 tegafur (UFT) 
Taxanes 
 paclitaxel (Taxol) 
 docetaxel (Taxotère) 
Anticorps monoclonaux 
 raltitrexed (Tomudex) 
 trastuzumab (Herceptin) 
 cetuximab (Erbitux) 
 bevacizumab (Avastin) 
Tableau 1 : Exemples de molécules utilisées en chimiothérapie 
Classe d’agents anti-tumoraux : nom de la molécule (nom commercial) 
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• Les taxanes ont une activité anti-mitotique, via l’inhibition de la formation de microtubule du 
fuseau mitotique et de la régulation du super enroulement de la double hélice d’ADN.   
L’arsenal de produits de chimiothérapie s’est considérablement enrichi depuis le début des années 
80, par le développement d’analogues, dérivés de la modification chimique d’une molécule déjà 
connue, par le criblage systématique de toute molécule ayant une activité anti-cancéreuse 
potentielle, et par la mise au point d’anticorps (Ac) monoclonaux ciblant la tumeur. Le 
développement d’analogues a été entrepris dans le but de diminuer la toxicité de la molécule mère 
tout en gardant son efficacité (exemple du carboplatine, dérivé de la cisplatine avec une 
néphrotoxicité réduite(52)), voire d’augmenter le confort d’utilisation (capecitabine (53) ou tegafur, 
dérivés du 5-FU, administrables par voie orale). Les Ac monoclonaux ont vu le jour grâce aux progrès 
de la biologie moléculaire et au développement des hybridomes. Par exemple, le cetuximab 
(Erbitux®) (anti-EGFR) et le bevacizumab (Avastin®) (anti-VEGF) ont été étudiés chez les patients 
atteints de cancers colorectaux (54; 55).  
Les agents cytotoxiques sont rarement utilisés seuls. Parfois ils sont combinés les uns aux autres 
(polychimiothérapie) de façon à contourner les résistances intrinsèques ou acquises des cellules 
tumorales et/ou à obtenir un effet synergique de deux drogues visant des phases différentes du cycle 
cellulaire. Ils peuvent aussi être utilisés avant la chirurgie pour préparer certaines tumeurs 
inflammatoires ou volumineuses, en traitement adjuvant post-opératoire, ou encore en parallèle 
avec une radiothérapie.  
 
 
II. La virothérapie anticancéreuse 
 
Le terme de virothérapie est généralement utilisé pour désigner la virothérapie oncolytique. La lyse 
viro-induite peut résulter de différentes propriétés des virus oncolytiques : certains détruisent 
directement les cellules cancéreuses, d’autres dirigent une réponse immunitaire contre les cellules 
cancéreuses, d’autres encore permettent une sensibilisation accrue des cellules tumorales aux 
thérapies conventionnelles, enfin, certains virus peuvent délivrer des gènes thérapeutiques 
spécifiquement au sein des tumeurs. Nous aborderons ici cette approche thérapeutique dans la lutte 
contre les cancers selon deux angles : l’utilisation des virus, naturels ou génétiquement modifiés, 
pour leur capacité oncolytique propre, et leur utilisation en tant que vecteur, notamment en thérapie 
génique.  
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A. Histoire de la virothérapie 
 
Jusqu’au début du 20
ème
 siècle, la thérapie contre le cancer passait essentiellement par l’excision des 
tumeurs par chirurgie. Bien que cette technique puisse permettre la guérison de certains cas de 
cancer, elle dépendait beaucoup de la précocité du diagnostic et de l’accessibilité de la tumeur. La 
découverte des rayons X par Roentgen en 1885 et de la radioactivité par Marie Curie en 1898, et par 
la suite leur application en thérapie anticancéreuse, permit d’initier la radiothérapie (48). Cependant, 
malgré des avancées techniques remarquables et quelques résultats prometteurs, le traitement des 
affections malignes avec les radiations n’a pas permis de beaucoup augmenter la survie à long terme. 
Par la suite, la chimiothérapie fut introduite avec l’utilisation de l’aminoptérine, antagoniste des 
acides foliques, contre la leucémie (56). Depuis, la chimiothérapie s’est avérée une approche efficace 
contre les hémopathologies malignes, mais les tumeurs solides restent peu affectées. C’est dans ce 
contexte, parce que les autres formes de thérapies n’apportaient pas de solutions totales et 
comportaient encore de nombreux inconvénients, que l’idée d’une thérapie anticancéreuse fondée 
sur l’utilisation du vivant, et notamment des virus, a progressivement fait son chemin.  
 
A vrai dire, elle n’est pas née d’une quelconque théorie perspicace, mais plutôt de l’observation que, 
parfois, certains patients atteints de cancer entraient dans de brèves périodes de rémission lorsqu’ils 
contractaient des maladies infectieuses. Les premières observations de cas de leucémies dans 
lesquelles il a été reconnu que l’infection par le virus Influenza avait produit des effets bénéfiques 
remontent au tout début du 20
ème
 siècle (57). Mais le concept réel de la nature d’un virus n’étant pas 
vraiment connu à cette époque, il a fallu attendre la moitié de ce siècle pour voir réellement l’essor 
de la recherche sur l’utilisation des virus comme agents anticancéreux. L’observation de cas similaire 
de rémission de cancer coïncidant avec une infection virale naturelle a permis de faire le bilan suivant 
(1) :  
(i) dans les bonnes circonstances, certains virus peuvent détruire les tumeurs sans être 
préjudiciables à la santé du patient,  
(ii) la régression engendrée par les virus a le plus souvent été observée chez des patients jeunes 
ayant un système immunitaire affaibli, tel que c’est le cas dans les leucémies ou les 
lymphomes,  
(iii) les rémissions induites par les virus sont généralement de courte durée et incomplètes. 
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Les premiers essais cliniques avec des virus pathogènes humains ont commencé dans les années 50, 
et selon les standards éthiques actuels, certaines des études menées à cette époque sont assez 
alarmantes, puisque le matériel thérapeutique administré aux patients consistait souvent en des 
fluides corporels ou des tissus infectieux, issus de malades atteints d’infections parfois sévères. Le 
tableau 2 résume quatre essais cliniques historiques.  
En 1949, alors qu’une brève rémission avait été observée chez deux patients atteints de la maladie 
de Hodgkin’s ayant contracté une hépatite virale, un essai clinique incluant 22 patients souffrant de 
cette maladie a été entrepris par traitement avec au total 35 sérums ou extraits tissulaires contenant 
des « virus hépatiques » (picornavirus ou virus de l’hépatite B) (58). Parmi ces 22 patients, 13 ont 
développé une hépatite et 7 ont bénéficié d’une amélioration de leur état pendant un mois (tableau 
2). Une mortalité directement due à l’infection a été rapportée, bien que le nombre de patients 
concernés soit inconnu.  
Après cela, beaucoup d’autres agents pathogènes humains ont été administrés à des patients 
atteints de cancer dans les 2 décennies qui ont suivi. Avec la circulation importante des moustiques, 
les infections à flavivirus (comme la fièvre jaune, la dengue, le West Nile) étaient extrêmement 
communes et ces virus ont donc été parmi les premiers à être testés en virothérapie. L’isolat Egypte 
101 du virus West Nile fut utilisé contre un large panel de cancers (tableau 2) (59). La virémie et la 
réplication virale intratumorale furent confirmées chez la majorité des patients, mais les réponses 
tumorales restèrent rares. Les patients immunodéprimés avec des leucémies ou des lymphomes 
répondirent le mieux au traitement, mais les risques de neurotoxicité étaient aussi plus élevés, sur 8 
patients atteints de leucémie ou lymphome, 5 développèrent une encéphalite sévère.  
Par la suite, l’adénovirus APC (Adenoidal Pharyngeal Conjonctival), entraînant parfois une 
inflammation de l’œil ou du pharynx mais sans risque d’encéphalite,  fut envisagé dans le traitement 
des cancers du col de l’utérus. Dans les 10 jours suivant l’administration de ce virus par différentes 
voies (tableau 2), des zones de nécroses furent observées dans les tumeurs dans un tiers des cas, et 
elles apparurent confinées dans les tissus cancéreux (60). Malgré ces effets prometteurs, les 
infections furent rapidement éliminées par le système immunitaire (SI) de l’hôte et la survie ne fut 
pas significativement prolongée. Plus de la moitié des patients traités avec le virus moururent de leur 
cancer dans les mois qui suivirent le début de l’essai. Comme cela était prévisible, les réponses furent 
diminuées chez les patients ayant des Ac anti-adénovirus préexistants, soulignant le problème de 
l’élimination virale médiée par l’immunité acquise. 
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Tableau 2 : Présentation de quatre essais cliniques historiques significatifs 
(Extrait de Kelly et Russel (1)) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Synthèse bibliographique 
25 
 
Dans les années 70, un autre virus déjà fortement répandu dans la population humaine et dont 
l’expérience en tant que pathogène était déjà documentée, émergea sur le devant de la scène de la 
virothérapie : le virus des oreillons. Ce paramyxovirus fut d’abord utilisé comme agent 
immunostimulteur ; en effet, l’inoculation de virus inactivé semblait favoriser une régression 
tumorale, mais celle-ci apparut vite plus intéressante lorsque le virus était réplicatif. Dans ce qui fut 
certainement un essai clinique massif pour l’époque, le virus non atténué fut utilisé contre 18 types 
de tumeur et avec des méthodes d’administration extrêmement diverses (tableau 2) (61). Les 
résultats obtenus au cours de cette étude furent parmi les plus impressionnants observés jusque là. 
Une toxicité minimale fut rapportée et les tumeurs régressèrent complètement ou diminuèrent de 
plus de la moitié de leur taille initiale chez 37 patients sur 90. Ces effets furent observables dans les 
jours suivants l’infection, avant que le virus ne soit arrêté par le SI. Une augmentation de l’immunité 
anti-tumorale fut aussi rapportée dans un certain nombre de cas.  
 
Dans le but de contrôler la virulence et d’éviter le problème de l’élimination rapide du virus due à 
l’immunité antivirale préexistante, il a été émis l’hypothèse qu’un virus animal non humain pourrait 
tout de même avoir une activité oncolytique chez l’Homme. Dans une première étude, 6 virus 
animaux sur 24 candidats au total  furent sélectionnés pour leur capacité à se répliquer dans un 
panel de cellules tumorales humaines (62). Parmi ces virus, deux herpes virus (virus de la 
rhinopneumopathie équine et virus de la rhinotrachéite bovine) s’avérèrent avoir des propriétés 
oncolytiques (sur la base de l’inhibition de croissance, l’apparition de nécrose et la régression 
tumorale) sur des modèles de tumeurs humaines (63). Dans les années 60, l’utilisation des virus 
aviaires a suscité un grand intérêt et aujourd’hui, le virus de la maladie de Newcastle (NDV) est 
encore étudié, par exemple, comme agent immunothérapeutique en traitement adjuvant post 
chirurgical (64).   
Mais c’est à partir des années 90 que l’évolution et l’amélioration des virus en thérapie anti-
cancéreuse s’accélèrent avec la mise au point et la standardisation de la recombinaison de l’ADN. 
Dans le but d’augmenter la sélectivité des virus pour les cellules cancéreuses, améliorant ainsi 
l’efficacité tumorale tout en diminuant les risques inhérents aux virus sauvages, toute une batterie 
de virus génétiquement modifiés apparut dans des tests précliniques puis cliniques. C’est ainsi 
qu’après un passage à vide, dans les années 70 et 80, l’intérêt pour la virothérapie anticancéreuse a 
connu une résurgence ces 20 dernières années, atteignant un point culminant avec la première 
approbation commerciale d’un virus oncolytique (l’adénovirus génétiquement modifié H101) par les 
chinois en novembre 2005 (65).  
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B. La virothérapie oncolytique 
 
a) Principe 
 
Par définition, un virus oncolytique (OV) n’infecte et ne se réplique que dans les cellules tumorales, 
conduisant à leur lyse et épargnant les cellules non transformées (2). Dans les cas où les thérapies 
conventionnelles ne sont pas en mesure de permettre l’élimination de la tumeur, les virus 
oncolytiques offrent une alternative. En effet, idéalement, ils sont capables d’induire la mort 
cellulaire, de promouvoir une réponse immunitaire (RI) contre les antigènes (Ag) tumoraux, de 
stimuler la production de cytokines de l’hôte, de pouvoir atteindre des zones inaccessibles aux 
thérapies conventionnelles et d’avoir une action prolongée dans le temps.  Les OV peuvent agir sur 
les cellules tumorales selon plusieurs modalités : 
- par lyse cellulaire directe : certains OV sont capables de lyser les cellules tumorales. Leur 
réplication et leur multiplication permettent l’invasion des cellules adjacentes ainsi qu’une 
augmentation continue de la charge virale, jusqu’à l’intervention d’une RI ou de la pénurie de 
cellules permissives proches.  
- par induction d’une réponse immunitaire (RI) contre la tumeur : certains OV entraînent la 
destruction des cellules tumorales via l’induction d’une immunité antitumorale spécifique ou 
non spécifique. La première observation est venue de l’utilisation de lysats de cellules 
humaines infectées (oncolysats) induisant une RI de type humoral contre les Ag viraux et les 
Ag tumoraux révélés par l’infection virale (64). Par la suite, il s’est avéré que certaines 
protéines virales rétablissent l’immunogénicité des cellules tumorales, naturellement très 
faible, induisant ainsi une immunité antitumorale spécifique qui permet la régression de la 
tumeur et une protection  à long terme contre une éventuelle récurrence tumorale.  
 
Parmi les OV qui ont fait l’objet d’études intensives, certains ont un tropisme naturellement 
préférentiel pour les cellules tumorales, tandis que d’autres ont été génétiquement modifiés à cette 
fin. Quoiqu’il en soit, tous doivent pouvoir infecter de façon sélective et spécifique les cellules des 
tumeurs de l’organisme. De nombreuses revues font le point sur les avancées scientifiques et les 
différents candidats à la virothérapie oncolytique (66; 67; 3; 68-70). 
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b) Spécificité et ciblage des OV aux tumeurs 
 
(i) Entrée spécifique des OV dans les cellules tumorales 
 
Une des premières formes de sélectivité est l’existence ou la création d’un tropisme d’entrée des OV 
pour les cellules tumorales. On peut, par exemple, fixer un peptide à la surface des virions qui sera 
reconnu uniquement par les cellules tumorales, ou modifier le panel de protéines de surface des 
virus pour rediriger l’infection vers des cellules spécifiques. Ces stratégies sont bien illustrées avec les 
adénovirus (AdV) (71). 
 
(ii) Réplication sélective dans les cellules tumorales 
 
Comme nous l’avons dit, les cellules cancéreuses possèdent 6 grandes caractéristiques, qui les 
distinguent de leurs homologues normales (23). De façon intéressante, il existe un recoupement 
fonctionnel important entre le programme biologique des virus et la manifestation de ces 6 
altérations essentielles qui dictent la croissance maligne. En prenant avantage de cet état de fait, un 
certain nombre d’approches a été envisagé pour créer un OV optimal, soit en délétant des gènes 
viraux nécessaires à la réplication dans les cellules normales mais accessoires dans les cellules 
tumorales, soit en limitant l’expression des gènes viraux essentiels pour la réplication virale dans les 
tumeurs via l’utilisation de promoteurs tumeur-spécifiques. Voici quelques illustrations de ces 
stratégies d’optimisation de la sélectivité (72) (tableau 3), les détails des OV cités étant développés 
dans le chapitre suivant : 
 
• Ciblage des voies de signalisation associées à la croissance cellulaire : 
Les voies de pRb ou p53 impliquées dans l’inhibition de la croissance cellulaire sont dérégulées dans 
un grand nombre de cancer. C’est le cas du suppresseur de tumeur pRb (30), qui se trouve être la 
cible de la région conservée 2 (CR2) de la protéine E1A des Adenovirus (AdV). Des mutations sur des 
régions spécifiques de ce gène ont résulté en une spécificité tumorale (73; 74).  
 
 
Synthèse bibliographique 
28 
 
 
 
Virus Gène viral inactivé Cible cellulaire Modèles tumoraux Références  
AdV :  
ONYX-015 
 
E1B-55kD 
 
Voie p53 inhibée 
 
Cerveau, col de 
l’utérus, larynx, 
ovaire, thyroïde 
 
Bischoff et al 
(75) 
dl922-947 et 
D24 
E1A domaines CR1 et CR2 Voie pRB Cerveau, sein, col de 
l’utérus, larynx 
Heise et al 
(73) ; Fueyo et 
al (74) 
CNHK500 Contrôle de E1A par le 
promoteur hTERT ; contrôle 
de E1B avec promoteur 
hypoxie dépendant 
Environnement 
hypoxique des 
tumeurs 
Foie Zhang et al (76) 
HSV : G207, 
R3616, 
R1716 
ICP34.5  Voie IFN inhibée  Cerveau, sein, 
colorectal, poumon, 
ovaire, prostate 
Mineta et al 
(77) 
NDV Aucune  Voie Ras activée Fibrosarcome, 
neuroblastome 
Phuangsab et al 
(78) 
Reovirus Aucune  Voie Ras activée Cerveau, sein, 
colorectal, ovarien 
Kirn et al (79) ; 
Norman et al 
(80) 
VSV Sauvage et mutation dans 
protéine M 
Voie IFN défective Colorectal, poumon, 
peau 
Barber GN, (81) 
VACV : vvDD TK et VGF Pool de dTTP élevé 
et voie EGFR activée 
Colorectal, foie, 
ovaire, peau 
McCart et al (4) 
 
Tableau 3 : Exemples de virus oncolytiques avec une réplication sélective dans les cellules 
tumorales  
(Extrait de Guo et al (67)) 
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Le récepteur aux facteurs de croissance épithéliaux (EGF-R) est surexprimé dans un nombre de 
tumeurs variées et son expression est corrélée à un comportement tumoral métastatique et un 
pronostic sombre. Dans les cellules tumorales, le taux élevé d’EGF-R entraîne une hyper-activation de 
la voie de signalisation qui en découle. Dans cette cascade, se trouvent les protéines de la famille Ras 
qui sont, elles aussi, très souvent constitutivement activées. Les reovirus humains et le 
paramyxovirus aviaire NDV dépendent de cette caractéristique pour leur sélectivité tumorale (figure 
10).   
 
• Ciblage des voies IFN/PKR-ARNdb dépendante :  
D’autres modifications génétiques très fréquentes dans les cellules transformées ciblent la RI innée, 
médiée principalement par le système interféron de type I (IFN-I) (figure 10). En effet, la cascade de 
signalisation activée par les interférons (IFNs) peut aussi aboutir à l’inhibition de la croissance 
cellulaire et aux signaux apoptotiques. La protéine kinase ARN double brin (ARNdb)-dépendante 
(PKR) est une molécule effectrice importante de la voie de signalisation des IFNs. Lors de l’infection 
virale, la cellule infectée produit des IFNs qui vont stimuler la réponse de défense antivirale des 
cellules voisines, via leur liaison aux récepteurs aux IFNs (IFN-R) et l’activation d’une cascade de 
transmission du signal intracellulaire, induisant l’expression de PKR. Les ARNdb produits pendant la 
réplication virale vont se lier à la PKR et entraîner la phosphorylation de l’homodimère et l’activation  
de son activité kinase. La PKR activée phosphoryle le facteur d’initiation de la transcription eucaryote 
eIF2-α, qui inhibe alors la synthèse protéique et donc la réplication virale. Les cellules tumorales 
comportent généralement de nombreuses mutations inactivant ces voies, tandis que les virus, tel 
que les AdV, le HSV (herpes simplex virus), le VACV (virus de la vaccine) et le virus de l’Influenza A 
(IFA) codent de nombreuses protéines qui interférent avec ces réponses antivirales (figure 10). Les 
propriétés oncolytiques inhérentes  aux virus VSV (Vesicular Stomatitis Virus) semblent provenir de 
cette caractéristique des cellules tumorales, puisqu’ils sont normalement très sensibles aux IFNs.  
 
• Ciblage de l’environnement hypoxique :  
L’hypoxie est une particularité des cancers solides associés à des métastases et à une résistance 
thérapeutique. Elle présente un obstacle à l’efficacité de nombreux traitements anti-tumoraux. Des 
stratégies, incluant des OV ciblant naturellement l’hypoxie (VSV (82)) ou l’utilisation de facteurs 
inductibles d’hypoxie (HIF) (AdV (83)), ont été développées.  
 
Synthèse bibliographique 
30 
 
 
 
Figure 10 : Voie de signalisation des IFNs et voie de signalisation EGFR/Ras, interaction avec les 
protéines virales des OV 
La protéine kinase PKR est une molécule effectrice clé de la voie de signalisation des IFNs. Plusieurs 
événements peuvent activer cette protéine : la stimulation des récepteurs aux IFNs après la 
production d’IFNs par les cellules infectées ou la présence intracellulaire d’ARNdb suite à la 
réplication virale. Cette voie est inactivée dans la majorité des cellules tumorales. La voie de la 
famille des protéines Ras, constitutivement activée dans les cellules tumorales, inhibe la 
phosphorylation de PKR. De nombreuses protéines virales peuvent interférer avec l’activation de PKR 
et des protéines en aval, et ont été testées en virothérapie (E3L et K3L de VACV ; NS1 de IFA ; Us11, 
γ34.5, PP1α de HSV), tandis que certains OV tiennent leur oncotropisme de l’inactivation de la voie 
des IFNs (VSV) ou de la surexpression de la voie Ras (NDV, Reovirus) dans les cellules tumorales. 
(D’après Guo et al (67)) 
Abréviations : EGFR (endothelial GF receptor); GF (growth factor) ; HSV (herpes simplex virus); IFA (influenza A 
virus); IFN-R (interferon receptor) ; NDV (Newcastle disease virus); VACV (vaccinia virus); VSV (vesicular 
stomatitis virus). 
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• Ciblage des voies anti-apoptiques :  
Les cellules cancéreuses ont développé de multiples mécanismes pour bloquer l’apoptose. D’un 
autre côté, les virus ont évolué pour exprimer de nombreux gènes qui antagonisent l’apoptose 
déclenchée par l’infection virale, de façon à permettre la réplication virale (figure 11). Des virus 
délétés pour ces gènes anti-apoptotiques peuvent donc être complémentés par les modifications 
génétiques des cellules cancéreuses, réfractaires à l’apoptose, permettant une réplication efficace et 
une oncolyse des cellules tumorales (Figure 12) (5). Les travaux entrepris avec différents virus, AdV, 
HSV et VACV, ont montré que la délétion d’une variété de ces gènes viraux anti-apoptotiques peut 
générer des OV sélectifs et puissants (5).  
 
• Utilisation des promoteurs tumeur-spécifiques pour contrôler la réplication virale :  
Une autre alternative pour créer des OV sélectifs des tumeurs consiste à mettre des gènes viraux 
essentiels à la réplication virale sous contrôle de promoteurs tumeur-spécifiques. Il existe deux types 
de promoteurs tumeur-spécifiques. Les premiers sont très actifs dans les cellules tumorales avec une 
activité moindre dans les cellules normales, comme les promoteurs des gènes de développement. 
Par exemple, le promoteur de la transcriptase réverse de la télomèrase humaine (hTERT), natif ou 
modifié, a été utilisé pour contrôler l’expression du gène E1A des AdV (76). Les promoteurs du 
deuxième type sont spécifiques du type de tumeur ou du tissu, comme, par exemple, les promoteurs 
des Ag spécifiques de prostate (PSA), de la α-fetoprotéine et de la tyrosinase, spécifiques des cancers 
de la prostate, du foie et de la peau, respectivement (tableau 4) (66). Néanmoins, tous les virus ne 
peuvent pas être contrôlés de cette façon : cela ne fonctionne pas pour les virus, tel que le VACV, qui 
ont un cycle viral entièrement cytoplasmique, ou pour un certain nombre de virus à ARN négatif. De 
plus, les promoteurs cellulaires permettent un niveau de transcription faible par rapport aux 
promoteurs viraux, ce qui implique une sélection méticuleuse des régulateurs transcriptionnels et 
des gènes à contrôler.  
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Figure 11 : Voies cellulaires de l’apoptose et interaction des protéines virales anti-apoptotiques  
 Une description simplifiée des voies de l’apoptose extrinsèque et intrinsèque ainsi que les protéines 
cellulaires clés et leur interaction sont illustrées. Les mécanismes employés par les virus pour bloquer 
l’apoptose, et quelques protéines souvent surexprimées dans les cellules tumorales sont aussi 
représentés. (D’après Guo et al (67)) 
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Figure 12 : Illustration de l’augmentation du potentiel oncolytique des virus délétés sur leurs gènes anti-
apoptotiques 
Les mutants viraux délétés sur leurs gènes anti-apoptotiques ne peuvent pas se répliquer dans les cellules 
normales, l’infection entrainant l’apoptose des cellules et l’extinction du foyer infectieux. Au contraire, la 
réplication virale et l’oncolyse peut avoir lieu dans les cellules tumorales qui sont réfractaires à l’apoptose. (Liu 
et Kirn (5)) 
 
 
 
 
 
Tableau 4 : Exemples de promoteurs spécifiques de tumeurs ou de tissus utilisés dans l’optimisation de la 
sélectivité réplicative des OV  
PSA : prostate-specific antigen ; AFP : α-fetoprotein ; Flt-1 : vascular endothelial growth fator receptor type 1. 
(Extrait de Evert et van der Poel (66)) 
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(iii) Apport des OV aux tumeurs via des cellules-véhicules 
 
Pour augmenter l’apport spécifique et efficace des virus aux tissus tumoraux dans l’organisme in 
vivo, des cellules ayant une capacité à cibler les tumeurs peuvent être utilisées de façon avantageuse 
comme « véhicule » (72). Ces cellules « transporteuses » peuvent présenter deux autres avantages : 
le contournement de l’immunité antivirale préexistante, qui a tendance à éliminer le virus avant qu’il 
n’atteigne sa cible, et l’augmentation de la charge virale locale effective, en permettant la réplication 
et l’amplification des virus qu’elles transportent. Voici quelques candidats envisagés dans cette 
stratégie de transport viral aux sites tumoraux : 
- Les cellules mésenchymateuses progénitrices possèdent des propriétés qui en font des 
candidats attractifs, telles que des procédures d’isolement et de propagation simples, ainsi 
que des capacités de ciblage tumoral (84).  
- Les progéniteurs endothéliaux, lorsqu’ils sont réimplantés, peuvent migrer via le système 
sanguin périphérique et atteindre exclusivement les sites de néovascularisation tumorale, 
jouant le rôle de « cheval de Troie » (85). 
- Les cellules immunitaires, telles que les cellules T, les monocytes, les cellules dendritiques ou 
les cellules NK (natural killer) peuvent être attirées par les signaux de dangers (DAMPs ou 
Danger Associated Molecule Patterns) émis par les cellules présentes sur les sites tumoraux 
et peuvent être utilisées comme cellules de transport pour les OV. L’avantage d’utiliser les 
cellules immunitaires est la virothérapie immune combinée qu’elles peuvent potentiellement 
produire (67).  
- Les cellules cancéreuses peuvent aussi être envisagées comme transporteurs, les cellules 
tumorales injectées en IV allant se localiser dans les tissus métastatiques, tel que cela a été 
montré dans un modèle de cancer du sein humain métastatique (86).   
 
c) Les virus naturellement oncolytiques  
 
Etant donné que les réponses antivirales cellulaires induites par l’infection virale sont souvent 
perturbées dans les cellules tumorales, il n’est pas surprenant que certains virus infectent 
préférentiellement les cellules tumorales de façon spontanée. Voici les virus concernés (3; 66) : 
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(i) Reovirus  
 
Ces virus à ARN double brin (ARNdb) non enveloppés sont faiblement pathogènes chez l’Homme. 
N’étant pas capables de bloquer directement les effets antiviraux de la PKR, ils infectent les cellules 
tumorales dans lesquelles la voie Ras est activée (figure 10 ; tableau 3) (79). Il a été montré qu’ils 
sont capables de détruire sélectivement des cellules néoplasiques de sein, de colon, d’ovaires et de 
tumeurs lymphoïdes in vitro et dans des modèles murins immunodéficients (IV et IT). Leur limite est 
qu’ils ne ciblent que les cellules avec une voie Ras inactive et qu’ils sont sensibles au SI dans des 
modèles immunocompétents (80).  
 
(ii) Virus de la maladie de Newcastle (NDV)  
 
Ce paramyxovirus (virus enveloppé à ARN simple brin (ARNsb) négatif) est l’agent d’une maladie 
aviaire majeure et responsable d’une zoonose mineure rare. De même que les réovirus, sa sélectivité 
pour les cellules tumorales dépend de la surexpression de la voie Ras, bien que l’inactivation des 
voies de l’IFN puisse aussi intervenir (figure 10 ; tableau 3). La souche 73-T de NDV a permis d’induire 
la régression des tumeurs de type fibrosarcomes ou neuroblastomes dans des modèles de souris 
xénogreffées (78). De plus, son utilisation comme oncolysat a permis d’obtenir des résultats 
concernant la prévention de rechutes métastatiques de mélanome, en induisant une RI active contre 
les tumeurs infectées (64). Par la suite, plusieurs essais cliniques de phase I ont été menés avec 
plusieurs souches de NDV naturellement atténuées : administration IV de la souche MTH-68/H et de 
la souche HUJ en traitement de glioblastomes de grade IV, administration IV de la souche PV701 pour 
différents types de tumeurs solides avancées. Tous les résultats des expériences précliniques et des 
essais cliniques montrent que le NDV est un OV extrêmement bien toléré et sûr (87).  
 
(iii) Vesicular Stomatitis Virus (VSV)  
 
Ce rhabdovirus (virus enveloppé à ARNsb négatif) a surtout une importance vétérinaire à l’origine, 
bien que zoonotique. Le VSV est connu pour être extrêmement sensible aux effets antiviraux médiés 
par les IFNs, c’est pourquoi sa spécificité tumorale est largement due aux mutations inactivant la 
cascade de signalisation activée par les IFN-I (figure 10 ; tableau 3). Une étude récente a montré 
qu’un VSV réplicatif, administré par voie IV, prolongeait significativement la survie de rats 
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immunocompétents avec des carcinomes hépatocellulaires  (88). Néanmoins, un VSV recombinant 
est toujours capable d’infecter et de tuer les fibroblastes normaux, entrainant des problèmes de 
neurotoxicité chez l’Homme et nécessitant un traitement prophylactique avec des IFNs pour limiter 
la diffusion du VSV (81).  
 
(iv) Parvovirus autonomes 
 
Ce sont de petits virus non enveloppé à ADNsb (5 kb). Seuls les parvovirus autonomes (c'est-à-dire 
qui n’ont pas besoin d’une co-infection avec un AdV ou un HSV pour se répliquer) sont oncolytiques. 
Etant donné qu’ils ne peuvent pas provoquer le passage en mitose des cellules quiescentes, ils sont 
peu enclin à les infecter, préférant les cellules déjà constitutivement prolifératives telles que les 
cellules tumorales (89). En plus de leur effet oncolytique potentiel, ils ont surtout un effet onco-
répressif. Ils sont capables d’inhiber les capacités de transformation de virus oncogènes (90) et 
d’induire l’arrêt cellulaire et la différentiation terminale des cellules cancéreuses (91).  
 
d) Les virus génétiquement modifiés 
 
(i) Virus à ARN négatif  
 
Récemment les progrès de la génétique inverse ont rendu possible l’élaboration de virus 
recombinants possédant des ARNsb négatif. Par exemple, la mutation de la protéine de matrice (M) 
du VSV a permis de réduire les risques de neurotoxicité, en suscitant une réponse IFN plus forte suite 
à l’infection par le VSV, limitant ainsi la réplication aux cellules réfractaires aux IFNs exclusivement 
(92). Néanmoins, ces techniques étant quand même compliquées, ces derniers sont surtout utilisés 
sans modifications, leur sélectivité tumorale reposant sur la capacité limitée de ces virus à interférer 
avec les mécanismes de défense antivirale, altérés dans les cellules tumorales mais pleinement actifs 
dans les cellules normales.  
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(ii) Adénovirus 
 
Ces virus non enveloppés, avec un génome de 38 kb (ADN db linéaire), circulent de façon endémique 
chez l’Homme. Les AdV de sérotype 2 et 5, d’où sont dérivés la majorité des vecteurs de thérapie 
génique et oncolytiques, sont associés à des infections respiratoires modérées chez l’Homme. Le 
premier OV ayant reçu une autorisation de mise sur le marché, en 2005 en Chine, est l’AdV H101 
(quasiment identique à ONYX-015), où il est préconisé pour le traitement des cancers nasopharyngés 
réfractaires en combinaison avec une chimiothérapie (65).  
De nombreuses caractéristiques, telles que la capacité à infecter un large panel de cellules de 
mammifères, la facilité d’insertion des transgènes et leur forte expression, la production de titres 
élevés et la non intégration dans le génome des mammifères, ont fait des AdV les vecteurs les plus 
étudiés en thérapie génique et oncolytique aujourd’hui. De nombreuses stratégies ont été 
employées pour augmenter la sélectivité des AdV pour les tumeurs (figure 13) (93).  
L’entrée des AdV humains dans les cellules se fait en deux étapes,  par la liaison du domaine Knob de 
la fibre des pentons de la capside avec les récepteurs cellulaires CAR (coxsackie-adenovirus receptor), 
suivie d’une endocytose permise par l’interaction d’un motif RGD (Arg-Gly-Asp) des pentons avec les 
intégrines αγβ cellulaires. Malheureusement, les récepteurs CAR sont peu exprimés sur les cellules 
tumorales nécessitant un reciblage des AdV oncolytiques. Il a, par exemple, été envisagé d’incorporer 
des peptides ciblant les tumeurs au niveau des fibres des protéines de capside. Une revue expose 
plus en détail ces stratégies de modification du tropisme des AdV en faveur des cellules tumorales 
(71).  
Les gènes précoces E1 sont exprimés très tôt après l’entrée du virus dans la cellule. Des OV mutés sur 
ceux-ci ont été réalisés pour augmenter la sélectivité des AdV aux cellules tumorales. L’AdV délété 
sur E1B (E1B-p55 ou ONYX-015) a été largement étudié dans des études expérimentales et cliniques. 
En effet, E1B inactive p53, permettant la réplication virale dans les cellules normales (figure 11 ; 
tableau 3). Il a donc été émis l’hypothèse qu’ONYX-015 ne pouvait se répliquer que dans les cellules 
tumorales n’ayant pas de p53 fonctionnelle (75). Malgré tout, le mécanisme proposé à l’origine s’est 
révélé incomplet, puisque l’AdV ONYX-015 peut se répliquer dans certaines cellules normales avec 
une voie p53 non altérée. Il est apparu que la sélectivité tumorale du virus ONYX-015 serait plutôt 
liée à la perte de la fonction d’exportation de l’ARN viral nucléaire liée à E1B, compensée dans les 
cellules tumorales par des mécanismes d’exportation altérés   (94).  
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Figure 13 : Stratégies permettant d’optimiser la sélectivité des AdV pour les tumeurs 
L’infection sélective des tumeurs par les AdV peut être accomplie par la modification génétique des 
protéines virales de la capside pour modifier le tropisme natif des AdV  ou par des adaptateurs 
bispécifiques pour lier le virus à des récepteurs spécifiques des cellules tumorales. La réplication 
sélective des AdV peut être réalisée en plaçant les gènes essentiels pour la réplication virale sous 
contrôle de promoteurs tumeur-spécifiques, par la mutation de gènes viraux requis pour la 
réplication dans les cellules normales mais pas dans les cellules tumorales, ou par une combinaison 
des approches précédentes. (Extrait de Yang et al (93)) 
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Les mutants délétés sur le gène E1A ont montré un potentiel oncolytique plus intéressant. L’absence 
de la protéine E1A rend les AdV sensibles aux mécanismes anti-viraux médiés par la protéine pRb, 
notamment via le blocage de la transition G1-S du cycle cellulaire (tableau 3) (73; 74).  
Une autre stratégie couramment employée avec les AdV, étant donné qu’ils dépendent de la 
machinerie cellulaire pour la réplication virale (cycle viral dans le noyau), consiste à mettre les gènes 
essentiels à la réplication virale sous contrôle de promoteur spécifique des tumeurs. Par exemple, le 
vecteur AdV CNHK500 comporte une double régulation oncolytique : le gène E1A est sous contrôle 
du promoteur hTERT tandis que le gène E1B est sous contrôle d’un promoteur hypoxie dépendant 
(tableau 3) (76).  
 
(iii) Herpesvirus 
 
Il existe deux types d’Herpes Simplex Humain (HSV), le type 1 (HSV-1 ou HHV-1 pour Human Herpes 
Virus 1) et le type 2 (HSV-2 ou HHV-2 pour Human Herpes Virus 2), qui sont tous deux pathogènes 
pour l’Homme. Ce sont des virus enveloppés avec un génome ADNdb linéaire de 150 kb. La 
réplication, la transcription et la formation des virions a lieu dans le noyau des cellules infectées, et le 
cycle viral, d’environ 20 heures, permet la libération de centaines de virions par lyse cellulaire. Le 
HSV-2 est associé aux maladies sexuellement transmissibles, tandis que le HSV-1 entraîne 
généralement des gingivostomatites ou des infections de la peau. Après l’infection, le HSV-1 suit 
généralement une voie rétrograde le long du système nerveux pour atteindre la moelle épinière 
dorsale où il reste en phase de latence jusqu’à une baisse de l’immunité. Malgré son tropisme pour le 
système nerveux, il produit rarement des affections sévères chez des adultes immunocompétents. 
De plus, les conséquences de l’infection peuvent être minimisées grâce à l’emploi d’antiviraux de la 
famille de l’aciclovir. D’autre part, son tropisme naturel pour les cellules neuronales en fait un 
vecteur attractif pour le traitement des cancers du système nerveux (SN). Le HSV-1 a été le plus 
étudié en matière de thérapie anticancéreuse (95). 
A l’heure actuelle, une pléthore de vecteurs HSV oncolytiques existe et le nombre d’essais 
précliniques et cliniques ne cessent d’augmenter. Le premier vecteur HSV-1, testé pour sa capacité 
oncolytique sur gliomes humains en modèle murin immunodéficient, a été décrit en 1991 et était 
inactivé sur le gène de la thymidine kinase (TK) (96). Malgré une réplication atténuée dans les cellules 
normales, l’absence du gène TK ne permettait pas l’utilisation des molécules antivirales 
commerciales pour contrôler l’infection.  
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Par la suite, la plupart des vecteurs HSV ont été délétés sur le facteur de virulence γ34.5 ou ICP34.5, 
qui diminue de façon importante la réplication dans le SN central et les formes latentes, tout en 
conservant la réplication virale dans les cellules en division comme les cellules tumorales (vecteurs 
R1716 ou R3616). La base de cette sélectivité tumorale semble être liée à la voie de défense 
antivirale cellulaire de la protéine PKR. Un des vecteurs de seconde génération (G207), entré dans 
des essais cliniques de phase I contre le gliome en IT, est délété sur les deux copies de γ34.5 et sur le 
gène ICP6 (ribonucléotide réductase, RR) (77) (tableau 3).  
De même que pour les AdV, l’utilisation de promoteur spécifique pour contrôler l’expression des 
gènes viraux essentiels à la réplication a été envisagée (tableau 4) (66).  
Toutes ces études ont permis de mettre en évidence que l’avantage principal des vecteurs HSV est 
leur capacité à transporter de larges transgènes, mais les inconvénients incluent des difficultés de 
clonage, des problèmes de neurotoxicité à haute dose, des risques de recombinaison avec des HSV 
endogènes.  
 
(iv) Poxvirus 
 
Les poxvirus sont de gros virus enveloppés à ADN. Leur génome à ADNdb peut atteindre 190-200 kb 
d’ADNdb, codant pour environ 200 gènes viraux. Le prototype de la famille, le virus de la vaccine 
(VACV) a largement était utilisé dans l’histoire médicale humaine dans la lutte contre la variole et a 
permis son éradication. L’emploi des poxvirus recombinants a été largement étudié pour la 
vaccination contre des maladies infectieuses, et est maintenant envisagé contre les cancers. La 
biologie des poxvirus et leur utilisation en virothérapie anticancéreuse seront développées dans la 
suite de l’exposé.  
 
e) Limites et perspectives 
 
Le véritable obstacle qui subsiste aujourd’hui en virothérapie reste l’élimination des virus par les 
défenses de l’hôte avant qu’il ne puisse atteindre et endommager les tumeurs (surtout dans une 
volonté de cibler les sites métastatiques via une administration IV). Deux stratégies peuvent être 
envisagées pour contrecarrer cet effet indésirable du SI : l’utilisation temporaire de suppresseurs de 
l’immunité de l’hôte ou bien l’utilisation de cellules véhiculant l’OV, le protégeant contre la RI.  
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D’autre part, les virus sont par essence des parasites des cellules eucaryotes et leur injection dans les 
organes humains peut se révéler une véritable bombe à retardement. Tout d’abord, ils peuvent subir 
des recombinaisons, ce qui peut faire réapparaître une souche sauvage à partir du vecteur viral. 
Ensuite, le génome viral peut muter rapidement au sein même de l’hôte, pouvant induire un effet 
pathogène. Il est donc très important de connaître, à défaut de pouvoir limiter ces mutations 
autonomes, un moyen d’éliminer toutes traces du virus sous sa forme pathogène après le 
traitement. De même, il semble plus judicieux d’éviter l’utilisation des virus capables de s’intégrer au 
génome cellulaire, une telle intégration empêchant tout contrôle sur leur présence et leur 
multiplication au sein des cellules des patients. 
Malgré ces limites, un certain nombre d’OV sont déjà rentrés dans des phases II-III d’essais cliniques 
(tableau 5) (68). De plus, aujourd’hui de nouveaux OV candidats sont à l’étude. Par exemple, le virus 
de la Vallée Seneca (un picornavirus) a montré une efficacité anti-tumorale contre des cancers 
d’origine neuroendocrine (97). Le virus myxomateux a montré, lui aussi, un tropisme particulier et 
une efficacité oncolytique dans plusieurs modèles de tumeurs humaines (98).  
D’une façon générale, il est avantageux d’utiliser une approche thérapeutique multimodale, 
associant la thérapie oncolytique avec une chimiothérapie, une radiothérapie, une immunothérapie 
ou encore une thérapie génique (66). 
 
C. Utilisation des virus en thérapie génique 
 
La destruction des tumeurs grâce à des virus peut aussi être permise par l’expression de transgènes 
thérapeutiques insérés dans le génome viral. Les vecteurs viraux peuvent alors être oncolytiques ou 
simplement passifs, tout en gardant comme premier critère de choix leur sélectivité pour les cellules 
tumorales.  
Mise au point au milieu des années 80, la thérapie génique repose sur deux éléments clés :  
- le choix de la cible, faite grâce à la compréhension et la connaissance des mécanismes 
moléculaires qui gouvernent la biologie des cellules cancéreuses 
- le choix du vecteur, qui conditionne le succès de la stratégie thérapeutique. Bien qu’il en 
existe de toutes sortes (ADN nu ou plasmidique, chimiques, physiques…), nous ne traiterons 
ici que les vecteurs viraux.  
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Vecteurs oncolytiques Espèces 
virales 
Modifications génétiques Tumeurs cibles Phase 
clinique 
Reolysin Reovirus  Aucune Sarcome tissus osseux 
et tissus mous 
II 
NDV (MTH-68H) Newcastle 
disease virus 
Aucune  Tumeurs solides 
métastatiques 
II 
JX-594 Vaccinia virus Délétion TK ; expression GM-
CSF 
Hépatocellulaire ; 
mélanomes 
II 
H101 Adenovirus  Délétion E1B-55K, E3 Tête et cou 
(+chimiothérapie) 
III 
Ad5-
yCD/mutTKSR39rep-
ADP 
Adenovirus Délétion E1B-55K ; 
expression gène de fusion 
CD/TK ; surexpression ADP 
Prostate 
(+radiothérapie) 
II 
OncoVex
GM-CSF
 HSV-1 Délétion γ34.5 et ICP47 ; 
expression GM-CSF 
Mélanome II 
1716 HSV-1 Délétion γ34.5 Cerveau  III 
 
Tableau 5 : Agents viraux oncolytiques en phases II ou III d’essais cliniques 
Abréviations : ADP, adenovirus death protéine ; GM-CSF, granulocyte monocyte colony-stimulating 
factor ; HSV, herpes simplex virus ; TK, thymidine kinase ; VSV, vesicular stomatitis virus. (Extrait de 
Liu et Kirn (68)) 
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a) Principe de la thérapie génique anticancéreuse 
 
Le principe général de la thérapie génique consiste à utiliser du matériel génétique pour modifier les 
cellules dans le but de les « soigner » (99). Comme nous l’avons exposé précédemment, le cancer est 
un processus qui comporte plusieurs étapes (figure 4), toutes ces étapes étant des cibles potentielles 
pour la thérapie génique du cancer (100). Les thérapies géniques utilisées dans la lutte contre le 
cancer peuvent avoir pour objectif d’activer le SI de l’hôte contre les tumeurs (immunothérapie), de 
cibler les caractéristiques moléculaires des tumeurs (suppresseurs de tumeurs ou oncogènes) ou 
encore d’entraîner la destruction des cellules tumorales par transfert de gènes dits suicides.  
  
(i) Immunothérapie  
 
L’immunothérapie, ou le concept d’utiliser le système immunitaire pour cibler et détruire les cellules 
cancéreuses, a commencé à être envisagée depuis plus de 100 ans. Malheureusement, le succès 
limité de l’immunothérapie traditionnelle vient du fait que les cellules cancéreuses ont mis en place 
des mécanismes pour se cacher du SI. Beaucoup de techniques ont été entreprises ces dernières 
années pour contrecarrer cette limite, grâce à la compréhension des interactions qui existent entre 
les tumeurs et le SI (101).   
 
La première stratégie en immunothérapie est de créer des vaccins cellulaires, associant des cellules 
tumorales à des Ag ou des débris cellulaires hautement immunogènes, de façon à forcer le SI à les 
reconnaître (Figure 14A).  Pour ce faire, des cellules sont récupérées chez le patient (cellules 
autologues) ou d’une lignée cellulaire tumorale établie (cellules allogéniques) et mises à pousser in 
vitro.  Ces cellules sont modifiées de façon à être plus reconnaissables par le SI, par addition d’un ou 
plusieurs gènes tels que des gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires ou des protéines 
hautement antigéniques. Malheureusement, ces techniques sont chères et difficiles à mettre en 
place d’un point de vue technique (102).  
Une autre technique consiste à modifier directement le SI du patient ex-vivo (en ajoutant un Ag 
tumoral par exemple dans des cellules sanguines circulantes mononucléées ou des cellules de moelle 
osseuse), de façon à le sensibiliser vis-à-vis de la tumeur (Figure 14C) (102).  
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Figure 14 : Diagramme schématique de l’immunothérapie  
(A) Immunothérapie utilisant les cellules cancéreuses modifiées ; (B) Immunothérapie avec 
administration de transgénes in vivo ; (C) Immunothérapie utilisant des cellules de l’immunité 
modifiées. (Extrait de Cross et Burmester (102)) 
 
 
 
 
 
 
A 
B 
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L’immunothérapie peut aussi être mise en place par l’apport de gènes immunostimulateurs 
directement à la tumeur in vivo, grâce à un vecteur viral par exemple (figure 14B). Dans le cas de 
l’immunothérapie médiée par les virus, deux cas de figure :  
 
 La stimulation d’une RI contre des Ag associés aux tumeurs (TAA) via leur association à des 
protéines immuno-stimulatrices dans le vecteur. Les TAA les plus utilisés sont : le CEA (pour 
carcinoembryonic Ag), le PSA, MUC-1 (pour mucine-1), MART-1 et gp100 (Ag de mélanocytes 
différenciés) (103). Par exemple, les vaccins TRICOM utilisent des vecteurs poxviraux modifiés, VACV 
ou fowlpox, dans lesquels un TAA est associé à des molécules co-stimulatrice des cellules T (l’Ag B7-1 
(activateur des lymphocytes B), la molécule ICAM-1 (d’adhésion intercellulaire) et l’Ag LFA-3 (pour 
lymphocyte function-associated)) (104). Parmi ces vaccins TRICOM, le vaccin PANVAC-VF est un VACV 
modifié pour exprimer la protéine MUC-1 ainsi que l’Ag CEA, en plus des trois protéines immuno-
modulatrices. Ces vaccins injectés en sous cutané (SC), et « boostés » avec des virus fowlpox modifiés 
de la même manière, sont en phase III d’essais cliniques contre les cancers pancréatiques (105). 
 
 L’exposition de la tumeur au SI via l’administration de gènes immunostimulateurs 
directement dans la tumeur. Certaines cytokines (GM-CSF (granulocyte monocyte colony stimulating 
factor), IL-2 (interleukine 2), IL-4…) sont apportées aux tumeurs par des vecteurs viraux. La cytokine 
est alors produite à de hautes concentrations au voisinage de la tumeur, altérant ainsi 
l’environnement immunologique et augmentant l’activité des CPA (cellules présentatrices d’Ag) et 
des cellules T spécifiques de l’Ag, tout en évitant les effets négatifs liés à l’utilisation systémique des 
cytokines. De nombreux exemples illustrent cette approche. Un AdV exprimant la cytokine MDA-7 
(IL-24), qui induit l’arrêt de la prolifération et la mort cellulaire, est testé en phase II chez des patients 
atteints de mélanome après injection intra-tumorale (IT) (106). Un autre vecteur AdV non réplicatif, 
comportant le gène TNF-α (tumor necrosis factor) sous contrôle transcriptionnel d’un promoteur 
inductible par les radiations, permet de réduire la toxicité systémique de la cytokine tout en 
conservant son efficacité anti-tumorale, après injection IT du vecteur en combinaison avec une 
radiothérapie (107). De nombreux essais cliniques de phase I et II ont été menés avec ce vecteur. Le 
vecteur OncoVex, vecteur HSV-1 délété sur le gène γ34.5 et exprimant GM-CSF, est en cours de 
phase clinique II chez l’Homme pour le traitement des mélanomes (tableau 5) (68).  
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(ii) Thérapie ciblant la tumeur  
 
• Transfert de suppresseurs de tumeurs :  
L’introduction des gènes suppresseurs de tumeur a pour but de remplacer un gène muté ou dont 
l’expression est inhibée lors du processus de tumorigénèse. La surexpression de ces gènes induit 
l’apoptose et/ou l’arrêt du cycle cellulaire. Le gène le plus étudié dans ce cadre, jusqu’à aujourd’hui, 
est le gène p53. Ce dernier, un régulateur important du cycle cellulaire, est muté dans 50 à 70% des 
tumeurs humaines, la plupart du temps agressives. La restauration d’un gène p53 fonctionnel dans 
les cellules cancéreuses a pour conséquence l’arrêt du cycle et l’induction de l’apoptose, ainsi que 
l’inhibition de l’angiogénèse (108; 109). Fort de ces informations, un AdV contenant le gène p53 est 
actuellement en phase III d’essai clinique sur les carcinomes à cellules squameuses de la tête et du 
cou, et son utilisation clinique a été approuvé en 2003 par la Chine (110; 111). Des études 
cytogénétiques sur les régions absentes des chromosomes des cellules tumorales ont permis de 
découvrir de nouveaux candidats suppresseurs de tumeur, tel que FUS-1, 101F6 et NPRL2. Ces 
facteurs ont montré une activité d’inhibition de croissance tumorale in vitro et in vivo plus 
intéressante que celle de p53 (112). En particulier, l’activité d’un vecteur liposomal contenant FUS-1 
contre les cancers du poumon a été étudiée dans des essais précliniques (113).  
 
• Inhibitions des oncogènes dominants : 
Dans la recherche de cibles thérapeutiques potentielles, beaucoup d’efforts ont été réalisés pour 
identifier des oncogènes, gènes activés et surexprimés de façon récurrente dans les cellules 
cancéreuses. L’observation d’aberrations génomiques et de leur phénotype induit dans des modèles 
murins ont ainsi permis d’identifier un certain nombre d’oncogènes, tel que c-myc, ras, bcl-2, ABL, 
KIT qui agissent sur des voies aussi différentes que le cycle cellulaire, l’apoptose ou la transmission 
des signaux de croissance (114). Beaucoup des voies altérées impliquent l’activation des protéines 
par leur phosphorylation via des tyrosine kinases. Les tyrosine kinases codées par les gènes ABL et 
ERBB2 furent parmi les premières à être identifiées comme étant suractivées dans certains types de 
tumeurs (leucémies et cancer du sein respectivement) qui peuvent bénéficier de l’utilisation 
d’inhibiteurs de kinase (imatinib mesylate (Gleevec)) (114).  
Dans le cas où le produit de ces oncogènes n’est pas une enzyme, il est plus difficile de trouver des 
agents thérapeutiques. De nombreuses approches ont été envisagées tels que les ribozymes (ARN 
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possédant une activité catalytique et capable de se lier à un ARNm cible), les oligonucléotides 
antigènes ou anti-sens (bloquant la transcription et la traduction), les ARNs interférents.  
 
(iii)  Thérapie « gène suicide »  
 
Le principe de la thérapie dite « gène suicide » suit un processus en deux temps (115). Dans une 
première étape, un gène codant pour une enzyme étrangère (virus, bactérie, levure) est apporté de 
façon à s’exprimer spécifiquement dans les tumeurs. Dans un second temps, une prodrogue non 
toxique est administrée de façon systémique et convertie en substance cytotoxique (figure 15). Etant 
donné que l’enzyme est rarement exprimée dans toutes les cellules d’une tumeur in vivo, il est 
important que la drogue active puisse sortir des cellules transduites et affecter les cellules voisines, 
par un effet bystander (de voisinage). De plus, les cellules mortes peuvent induire les réponses 
immunes de l’hôte médiées par les cellules NK et cellules T, ce phénomène étant désigné sous le 
terme d’effet bystander distant. La thérapie gène suicide permet donc de réduire les effets toxiques 
d’une chimiothérapie classique au niveau des tissus sains, tout en optimisant l’efficacité du 
traitement au niveau tumoral.  
De façon à permettre une thérapie gène suicide efficace, les conditions suivantes doivent être 
remplies : le gène thérapeutique doit être exprimé à un niveau suffisant pour permettre une 
conversion efficace de la prodrogue ; il doit rester actif le plus longtemps possible pour maintenir le 
mécanisme de lyse produit par le composé cytotoxique ; il doit être exprimé de façon spécifique dans 
les tumeurs. Plusieurs approches peuvent être envisagées pour augmenter la spécificité de la 
thérapie gène suicide, soit via la construction d’un vecteur spécifique, soit via l’utilisation d’éléments 
de régulation de l’expression des transgènes tumeur-spécifiques (116) ou encore via l’utilisation de 
prodrogues qui sont activées dans un environnement hypoxique ou par les radiations (ex : système 
Cre/loxP (117)).  
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Figure 15 : Illustration du principe de la thérapie gène suicide 
Un gène suicide code pour une enzyme capable de métaboliser une prodrogue non toxique en 
métabolites cytotoxiques induisant la mort des cellules transfectées. Une cellule transfectée par un 
gène suicide suffit à détruire une population cellulaire. La diffusion passive du métabolite 
cytotoxique à travers la membrane plasmique ou par des jonctions inter-cellulaires lui permet d’agir 
sur les cellules avoisinantes n’exprimant pas le transgène.    
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Tableau 6 : Liste des systèmes gènes/prodrogues utilisés en thérapie gène suicide  
(Extrait de Kirn et al (118)) 
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Un large panel de systèmes enzyme/prodrogue ayant été développé (tableau 6) (118; 119), seuls les 
plus utilisés seront présentés :  
 
• Système HSVtk/ganciclovir 
Ce système gène suicide/prodrogue est le premier mais aussi le plus utilisé en thérapie gène suicide. 
La thymidine kinase du HSV (HSVtk) a la capacité, 1000 fois supérieure aux TK des autres 
mammifères, de phosphoryler spécifiquement le ganciclovir (GCV) (ou 9-[(2-hydroxy-
1(hydroxymethyl)methyl)-guanine]), étape limitante pour sa transformation en métabolite 
cytotoxique. C’est cette propriété qui a été à la base non seulement de l’utilisation du GCV en tant 
que traitement antiherpétique, mais aussi de son application en thérapie gène suicide. Le métabolite 
final tri phosphaté (GCVTP) exerce un effet intracellulaire toxique en inhibant les ADN polymérases 
cellulaires et en s’incorporant dans l’ADN à la place du deoxyguanosine triphosphate (dGTP) pendant 
la réplication, entraînant à terme la mort cellulaire (120). Un des inconvénients majeurs du système 
HSVtk/GCV réside dans le pauvre effet bystander qu’il induit, étant donné que le GCVTP ne peut 
diffuser de cellules à cellules que par les jonctions de Gap. Malgré cette limite, l’action de la molécule 
toxique pourrait être facilitée par la phagocytose des cellules mourantes ou par le SI (119).  
 
• Système cytosine deaminase/5-fluorocytosine : 
La grande toxicité systémique du 5-fluorouracil (5-FU), agent cytotoxique largement utilisé en 
chimiothérapie, peut être contournée par l’utilisation du couple cytosine deaminase (CDase)/5-
fluorocytosine (5-FC). En effet, l’enzyme CDase de bactérie ou de levure est capable de transformer 
la prodrogue 5-FC, largement moins toxique, en 5-FU. Le 5-FU entraîne l’inhibition de la prolifération 
cellulaire et la mort cellulaire, via des produits issus de sa transformation selon trois voies : 
l’incorporation du 5-fluorouridine triphosphate (5-FUTP) dans l’ARN et du 5-fluoro-2’-deoxyuridine-
5’-triphosphate (5-FdUTP) dans l’ADN, ce qui produit des molécules non fonctionelles, et l’inhibition 
irréversible de la thymidylate synthase par le 5-fluoro-2’-deoxyuridine-5’-monophosphate (5-
FdUMP), ce qui interfère avec la synthèse d’ADN (figure 16).  
Le 5-FU est une petite molécule capable de diffuser facilement dans et entre les cellules, résultant 
d’un effet bystander significatif. Il a été montré que le contact direct entre les cellules ou les 
jonctions intercellulaires n’était pas nécessaire pour ce processus de diffusion. De même, le système 
CDase/5-FC induit un effet bystander distant augmentant encore son efficacité (115).  
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Figure 16 : Effets cytotoxiques du 5-FU 
L’incorporation du 5-FUTP dans l’ARN et du 5-FdUTP dans l’ADN produit des molécules non fonctionelles. 
L’inhibition irréversible de la thymidylate synthase par le 5-FdUMP interfère avec la synthèse d’ADN. 
Abréviations : 5-FU (5-fluorouracile) ; 5-FUTP, 5-FUDP, 5-FUTP (5-fluorouridine mono/di/tri-phosphate) ; 5-
FdUMP (5-fluoro-2’-deoxyuridine-5’-monophosphate).  
 
 
 
 
Figure 17 : Le gène FCU1  
Le gène FCU1 code pour une protéine chimère bifonctionnelle qui combine les activités enzymatiques cytosine 
désaminase (CDase) et uracile phosphoribosyltransférase (UPRTase) de S. cerevisiae et catalyse la 
transformation du 5-FC non toxique en 5-FU et 5-FUMP cytotoxiques. 
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Malheureusement, certains cancers sont réfractaires à cette thérapie, en raison essentiellement de 
la faible demi-vie du 5-FU. De nombreuses stratégies ont été envisagées pour améliorer l’efficacité 
de la conversion du 5-FC en ses dérivés toxiques. La première a consisté à utiliser une CDase de 
levure (la CDase de Saccharomyces cerevisiae : FCY1) plutôt que bactérienne, son efficacité de 
transformation étant 15 fois supérieure (121). Par la suite, la construction d’un gène de fusion FCU1 
codant pour une enzyme bifonctionnelle avec une activité cytosine deaminase (gène FCY1 de S. 
cerevisiae) et uracil phosphotransferase (UPRTase) (gène FUR1 de S. cerevisiae) a montré une 
capacité à catalyser le 5-FC en ses métabolites toxiques (5-FU et 5-FUMP) 100 fois supérieure à la 
CDase native (Figure 17) (122). Erbs et al ont ensuite montré l’efficacité du gène FCU1 en thérapie 
gène suicide pour supprimer la croissance tumorale in vitro et in vivo, en utilisant les vecteurs viraux 
VACV et MVA (modified vaccinia virus Ankara) (123; 124).   
 
• Modèle cytochrome P450 : 
Le cytochrome P450 (CYP) est un système enzymatique très complexe, présent dans le foie et dans 
certains cancers humains. Certains isoformes du CYP transforment par oxydation deux prodrogues de 
la famille des oxazaphophorines, le cyclophosphamide (CP) et l’isofosfamide (IF), en métabolites 
instables (forme 4-hydroxy) qui deviennent ensuite des agents alkylants (toxine phosphoramide de 
moutarde et acroléine). Ces derniers forment des liaisons intrabrins provoquant la rupture des brins 
d’ADN pendant la réplication, ce qui aboutit à l’apoptose des cellules en division active. De façon à 
éviter la toxicité systémique et à augmenter l’effet local dans les tumeurs, il est envisageable de 
bloquer l’activité des CYP endogènes dans le foie et/ou de les surexprimer au niveau des tumeurs 
(119).      
 
b) Vecteurs viraux utilisés en thérapie génique 
 
(i) Adénovirus et virus associés aux AdV 
 
L’établissement en 1977, par F. Graham, d’une lignée cellulaire (293) dérivée de cellules rénales 
embryonnaires humaines exprimant les gènes E1 de l’AdV type 5 a permis le développement des 
vecteurs adénoviraux défectifs (125). De tels vecteurs sont infectieux mais ne sont réplicatifs qu'en 
présence des protéines de la région E1 ou de séquences endogènes E1-like et représentent, en 
théorie, un système sûr de transfert de gène. En plus de la région E1, les vecteurs actuels sont 
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généralement délétés dans la région E3, non essentielle à la réplication in vitro, mais responsable, en 
partie, de l'immunogénicité des vecteurs natifs (126). En effet, l’immunogénicité induite par les 
vecteurs peut avoir deux effets négatifs : l’élimination du vecteur, et donc de l’expression du 
transgène, trop précocement et l’induction d’une RI néfaste au patient.  
 
Les AdV ont été largement utilisés dans des thérapies anticancéreuses. Par exemple, la compagnie 
Introgen Therapeutic a développé (sous le nom d'Advexin ou INGN-201) un vecteur AdV contenant 
le gène p53 sous le contrôle d'un promoteur de cytomégalovirus (pCMV) inséré dans la région E1 et 
délété sur la région E3. Ce vecteur a été étudié en clinique pour le traitement d'un grand nombre de 
cancers dont ceux du poumon, du sein, des ovaires et de la vessie, et est actuellement en phase III 
pour le cancer de la tête et du cou. Un autre AdV contenant la séquence du gène p53, le Gendicine, 
fut développé par la compagnie SiBiono GeneTech Co. Ce produit a été approuvé pour le traitement 
des cancers de la tête et du cou en clinique en Chine en octobre 2003, suivi d'une licence 
commerciale au printemps 2004 (110; 111; 127).  
 
Les Virus Associés aux Adenovirus (AAV) sont de petits virus à ADNsb nécessitant un virus auxiliaire 
pour se répliquer. Ils ont aussi été largement étudiés en thérapie génique, notamment pour leur 
capacité à infecter des cellules quiescentes et à s’intégrer dans les chromosomes de la cellule hôte 
(128).  
 
(ii) Herpes simplex 
 
Plusieurs raisons font des virus HSV-1 des vecteurs de choix pour la thérapie génique : ils peuvent 
contenir une cassette d’ADN étranger de grande taille (environ 30 kb), ils sont capables d’infecter un 
large spectre de cellules malgré leur neurotropisme, ils sont hautement infectieux dans les cellules 
en division mais aussi dans les cellules quiescentes, et enfin, ils ne s’intègrent pas dans le génome 
cellulaire éliminant le risque de mutagénèse insertionnelle qui existe avec les rétrovirus ou les AAV 
(95).  
La thérapie génique anticancéreuse utilisant des vecteurs HSV-1 s’est largement focalisée sur la 
thérapie gène suicide. En effet, le gène TK de l'HSV code pour une thymidine kinase qui peut 
convertir la prodrogue ganciclovir en métabolites cytotoxiques qui s'intègrent au sein de l'ADN des 
cellules en division  (cf système HSVtk/ganciclovir). D'autres gènes thérapeutiques ont été exprimés 
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en utilisant un virus HSV-1 défectif, pour le traitement des gliomes et d'autres types de cancer, dont 
p53 (129), TIMP-2 (tissu inhibitor of metalloproteinases-2) (130), IL-2 (131), IL-12 (132), IFN-γ (133) et 
le GM-CSF (134).   
 
(iii) Retrovirus  
 
Les gammarétrovirus couramment utilisés sont dérivés des gammarétrovirus murins (MLV pour " 
Murine Leukemia Virus ") (135). Ce sont des particules enveloppées contenant deux molécules 
identiques d’ARN monocaténaires linéaires de polarité positive, accompagnées d'une transcriptase 
inverse, d'une intégrase et d'une protéase. Après pénétration d’un virion dans la cellule cible, l’ARN 
viral est rétro-transcrit en molécule d’ADN qui est alors intégrée, de façon aléatoire, dans le génome 
de la cellule hôte. Les gènes sont ensuite transcrits par la machinerie cellulaire. Par conséquent, ces 
virus ne se répliquent que dans les cellules en division, premier gage de sélectivité. Parmi les autres 
avantages qui en font de bons candidats en vectorologie, on peut citer : la maîtrise des techniques de 
manipulation génétique ; la petite taille de leur génome qui permet leur intégration dans des 
vecteurs hétérologues ; leur faible immunogénicité comparée à d’autres vecteurs viraux (136). Les 
gammarétrovirus non réplicatifs ont été historiquement les premiers outils développés comme 
vecteurs de transfert de gènes (99; 136). En effet, leur capacité à s’intégrer dans le génome de l’hôte 
était considérée comme une propriété intéressante pour traiter les maladies génétiques 
monogéniques, premières cibles envisagées de la thérapie génique. Les gammarétrovirus sont 
aujourd'hui utilisés en cancérothérapie afin de transduire des cellules ex vivo. Une étude clinique de 
phase I a récemment démontré une régression de mélanome chez des patients traités par leurs 
propres lymphocytes T génétiquement modifiés, après infection par un rétrovirus contenant des 
récepteurs de cellules T contre les Ag de mélanomes MART-1 et gp-100 (137). Une autre étude de 
phase I montre une diminution du taux de PSA (Prostate-specific antigen) dans le sang après 
vaccination, de patients atteints d'un cancer prostatique, par une lignée cellulaire de carcinome 
prostatique transduite par un gammaretrovirus exprimant les gènes immunostimulateurs de l'IL-2 et 
de l'INFγ (138).  
 
Les lentivirus possèdent un génome et un cycle de réplication beaucoup plus complexes que les 
gammarétrovirus classiques. Le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1), responsable 
du SIDA (Syndrome d’Immuno-Déficience Acquise), est le lentivirus le plus étudié. L’utilisation des 
vecteurs lentiviraux pour des approches de thérapie génique est surtout motivée par le fait que ces 
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vecteurs peuvent infecter aussi bien des cellules en division que quiescentes (139). Néanmoins, le 
problème de ces vecteurs reste bien évidemment le risque de réversion et d’intégration dans le 
génome, et l’utilisation de vecteurs dérivés de HIV-1 en contexte clinique pose encore un problème 
de sécurité.  
 
(iv) Poxvirus  
 
Les Poxvirus, en plus de leur utilisation grandissante en virothérapie oncolytique, ont aussi un long 
passé en vectorologie. En effet, le VACV était utilisé à l’origine comme vaccin contre la variole, un 
autre membre du genre Orthopoxvirus. Les Poxvirus présentent de nombreuses caractéristiques qui 
en font des vecteurs de choix. Ces dernières seront détaillées par la suite.  
 
 
III. Les poxvirus et le virus myxomateux en virothérapie 
 
Le virus myxomateux (MYXV) appartient à la famille des Poxviridae, dont le chef de file est le virus de 
la vaccine (VACV). Le VACV est un modèle viral très étudié, que ce soit pour ses caractéristiques 
biologiques ou pour son potentiel en tant que vecteur oncolytique. Nous nous appuierons donc sur 
les données recueillies sur les poxvirus en général, et sur le VACV en particulier, pour présenter le 
MYXV.   
 
A. Présentation générale des poxvirus 
 
a) Classification 
 
La famille des Poxviridae comprend des virus à ADN complexes qui se répliquent entièrement dans le 
cytoplasme des cellules de vertébrés et d’invertébrés. Deux membres de cette famille sont des 
agents pathogènes humains stricts, le virus de la variole (VARV) et le virus molluscum contagiosum 
(MOCV), les autres sont des virus animaux, agents de zoonoses ou non. Le VARV est à l’origine d’une 
maladie hautement létale qui a marqué l’histoire de la médecine humaine. En effet, cette maladie a 
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été éradiquée totalement en 1977 grâce à une vaccination prophylactique et systématique pendant 
près de 200 ans avec le virus cowpox (CPXV) et le VACV. Le virus de la vaccine, à l’origine du terme 
« vaccination », est le prototype de cette famille, ainsi qu’un modèle très étudié, ayant contribué à la 
connaissance plus approfondie de la biologie des virus en général (140).  
La famille des Poxviridae est divisée en deux sous familles, les Chordopoxvirinae qui infectent des 
vertébrés et les Entomopoxvirinae, qui infectent les invertébrés. La sous famille des Chordopoxvirinae 
est subdivisée en 8 genres (tableau 7), sur la base de la proximité génétique, de la morphologie et du 
spectre d’hôte (141). Le VACV appartient au genre Orthopoxvirus, le virus de la myxomatose (MYXV) 
au genre Leporipoxvirus.     
 
b) Structure 
 
(i) Virions 
 
Les virions des poxvirus sont de grande taille, comparés aux autres virus animaux, et discernables au 
microscope optique. De forme ovoïde, ils mesurent environ 400x300x200 nm (142).  Des cryo-
préparations associées à des analyses en microscopie électronique ont permis de définir la structure 
3D des poxvirus (figure 18). Elle est constituée d’un core, qui abrite le génome viral et les protéines 
virales (nucléoprotéines) nécessaires aux premières étapes du cycle viral. Situés dans les concavités 
du core, se trouvent les corps latéraux, dont la réalité physique est controversée (143). Autour du 
core et des corps latéraux, la membrane est une bicouche lipoprotéique de 5 nm d’épaisseur et de 
composition différente de la membrane plasmique cellulaire. En ce qui concerne les enveloppes, leur 
nombre et leur nature varient en fonction de la phase du cycle viral, permettant ainsi de distinguer 4 
formes de virions : 
• les IMV (intracellular mature virions) : formés dans le cytoplasme et comportant une seule 
membrane (143; 144) ; représentent la forme la plus abondante mais aussi la plus résistante 
(responsable de la transmission d’hôte à hôte) de la progènie virale ; libérés par la lyse 
cellulaire (140).  
• les IEV (intracellular envelopped virions) : issus des IMV, après acquisition d’une double 
enveloppe dérivée de l’appareil de Golgi (145) ou des endosomes (146).  
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Genre Espèce type Principales autres espèces 
Orthopoxvirus Virus de la vaccine 
Mousepox (ectromélie) 
Cowpox virus 
Virus de la variole du chameau 
Virus de la variole du singe 
Virus de la variole humaine 
Raccoonpox virus 
Taterapox virus 
Volepox virus 
Parapoxvirus Orf virus 
Virus de la stomatite papuleuse des bovins 
Pseudocowpox virus 
Squirrel parapoxvirus 
Avipoxvirus Virus de la variole aviaire 
Virus de la variole du canari 
Virus de la variole du dindon 
Virus de la variole du pigeon 
+ virus spécifiques de plusieurs espèces d’oiseaux 
Capripoxvirus Virus de la clavelée 
Virus de la variole caprine 
Lumpy skin disease virus 
Leporipoxvirus Virus de la myxomatose 
Virus du fibrome de Shope 
Virus du fibrome malin du lapin 
Virus du fibrome du lièvre 
Virus du fibrome de l’écureuil 
Suipoxvirus Virus de la variole porcine  
Molluscipoxvirus Virus du molluscum contagiosum  
Yatapoxvirus Tanapox virus de l’Homme Virus Yaba de la tumeur du singe 
ND Crocodilepox virus  
 
Tableau 7 : Classification des Chordopoxvirinae. 
ND : non déterminé. (D’après Fauquet et al, 2005) 
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Figure 18 : Représentation schématique d’un orthopoxvirus  
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• les EEV (extracellular envelopped virions) : issus des IEV, après migration de ceux-ci à la 
surface cellulaire grâce au cytosquelette, et perte de l’enveloppe externe par fusion avec la 
membrane cellulaire (147); permettent la diffusion à distance chez l’hôte infecté grâce aux 
propriétés particulières de leur enveloppe en terme de reconnaissance de cellules cibles et 
de protection vis-à-vis du SI (148) ; associés à la virulence ; représentent une proportion 
variable (1 à 30%) de la progénie totale en fonction des souches virales et des systèmes 
cellulaires de culture (149; 150).  
• et les CEV (cell-associated envelopped virions) : forme EEV retenue à la membrane cellulaire ; 
responsables de la diffusion de cellule à cellule grâce à des projections cellulaires dites à 
queue d’actine (150). 
 
(ii) Génome  
 
Le génome des virus de la famille des Poxviridae est formé d’une molécule d’ADN linéaire 
bicaténaire, aux extrémités liées de façon covalente par des boucles terminales en épingle à cheveux 
(Figure 19) (141).  
L’organisation générale du génome est commune à tous les poxvirus. La région centrale comporte 
des gènes hautement conservés, codant pour les enzymes et les protéines structurales essentielles 
au cycle viral. Cette région est bordée de séquences terminales inversées répétées (TIR) de 10 à 15 
kpb. Au niveau des séquences terminales et des régions adjacentes, on trouve des gènes non 
essentiels qui codent principalement pour des facteurs de pathogénicité (140).  
La taille de l'ADN varie de 130 à 375 kpb dans l’ensemble de la famille, correspondant à 150 à 200 
gènes. Le génome du MYXV, quant à lui, fait 162 kpb correspondant à 171 gènes (151).   
La plupart des génomes de poxvirus ont été séquencés et sont disponibles sur internet 
(http://www.poxvirus.org).  
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Figure 19 : Représentation schématique du génome viral des poxvirus 
TIR : régions terminales inversées répétées. La région centrale comporte des gènes en exemplaire 
unique essentiels à la réplication virale, tandis qu’au niveau des séquences terminales se trouvent 
des gènes codant pour les facteurs de pathogénicité.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TIR 
≈15kpb 
TIR 
≈15 kpb  
Séquences uniques 
≈130 kpb 
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c) Cycle viral 
 
Le cycle réplicatif des poxvirus a été décrypté grâce à l’étude approfondie de son prototype le VACV. 
Il se déroule entièrement dans le cytoplasme de la cellule hôte et aucun cas d’intégration du génome 
viral dans le génome hôte n’a jamais été rapporté jusqu’à présent. La durée totale du cycle est de 8-
12
H
 pour le VACV (140), alors que pour le MYXV il est plutôt de 16
H 
(152). Le cycle viral peut se 
décomposer en 5 étapes (figure 20) : 
 
(i) L’entrée du virion dans la cellule 
 
En fonction des observations et des formes virales (IMV ou EEV), plusieurs mécanismes d’entrée du 
VACV dans les cellules cibles ont été proposés (140; 153; 154).  
A ce jour, aucun récepteur cellulaire ni partenaire viral spécifique n’a été découvert pour illustrer la 
première phase de liaison du virion à la cellule. Les IMV semblent se lier à la surface cellulaire via une 
interaction de certaines protéines virales avec les glycosaminoglycans (GAGS), bien que ces derniers 
ne semblent pas essentiels pour l’infection, et avec la laminine de la MEC (155-157).   
Après la liaison à la surface cellulaire, plusieurs voies d’entrée des IMV ont été proposées. 
L’observation de la fusion entre les membranes virale et cytoplasmique (158) ou des expériences à 
pH acide (159), ont fait émettre l’hypothèse d’une entrée des IMV par fusion directe pour le premier 
cas de figure ou par endocytose pour le second. Il semblerait que les deux voies puissent être 
utilisées par le virus, le choix de l’une ou l’autre étant fonction de la souche virale et du type 
cellulaire (160; 159). Par ailleurs, il a aussi été proposé que le virion puisse perdre sa membrane 
avant l’entrée dans la cellule, permettant l’entrée des cores libres via des pores de la membrane 
plasmique (161). Il a été démontré récemment que les virions utiliseraient, en plus, un mécanisme de 
macropynocytose, mimant l’apoptose pour faciliter l’entrée dans les cellules hôtes (162).  
Les mécanismes d’entrée des EEV dans la cellule sont plus flous, et leur étude est rendue difficile par 
le faible taux d’EEV produit ainsi que par la fragilité de l’enveloppe externe des EEV. D’après une 
étude récente par microscopie électronique, il semblerait que cette membrane soit rompue à 
l’extérieur de la cellule, avant l’entrée des IMV par un des mécanismes exposés ci-dessus (163).  
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Figure 20 : Cycle de réplication des poxvirus (modèle VACV) 
1 : Attachement à la cellule, deux formes de virions infectieux peuvent initier l’infection, l’attachement à la 
cellule est déterminé par les GAGs ou des composants de la MEC ; 2 : Pénétration dans la cellule et libération 
du core dans le cytoplasme ; 3 : Transcription des gènes précoces et expression des protéines précoces ; 4 : 
Réplication de l’ADN ; 5 : Transcription des gènes intermédiaires ; 6 : Transcription des gènes tardifs ; 7 : Début 
de l’assemblage avec les premiers fragments de membranes, puis formation des virions immatures ; 8 : 
maturation et formation des IMV ; 9 : Transport des IMV vers le Golgi via les microtubules et acquisition d’une 
double enveloppe (IEV) ; 10 : Migration des IEV vers la surface cellulaire via le cytosquelette ; 11 : Fusion avec la 
membrane plasmique cellulaire, formation des CEV et libération des EEV. (Extrait de McFadden (9)) 
 
1 
2 
3 
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(ii) Expression des gènes précoces 
 
Le cycle de réplication des poxvirus se déroule entièrement dans le cytoplasme, ce qui implique une 
autonomie quant au processus de réplication et de transcription. Ainsi, l’expression des gènes se 
déroule de façon séquentielle au cours du cycle, chaque événement contrôlant le suivant, et est 
étroitement associée à leur fonction : les gènes précoces codent essentiellement pour les protéines 
nécessaires à la réplication virale et à l’échappement au SI, tandis que les gènes tardifs codent pour 
les protéines structurales entrant dans la composition du core ou des enveloppes. La régulation de 
l’expression se fait via les séquences spécifiques de promoteurs précoces, intermédiaires et tardifs 
(164).  
Dès l’entrée du virus dans la cellule, et avant même sa décapsidation, les premiers ARNm sont 
transcrits. Les enzymes nécessaires (ARN polymérase et enzyme de coiffage) sont encapsidées dans 
le core avec le génome viral, si bien qu’aucune protéine cellulaire ne semble nécessaire pour la 
transcription de ces gènes précoces (164). Par la suite, les transcrits sortent du core et sont traduits 
par les ribosomes cellulaires. La synthèse des protéines précoces permet la décapsidation et la 
libération du génome. 
 
(iii) Réplication du génome viral 
 
Après désintégration du core, l’ADN viral devient totalement accessible aux enzymes. Sa réplication 
se déroule de façon autonome dans le cytoplasme de la cellule infectée, à l’aide d’enzymes d’origine 
essentiellement virale. L’ADN viral nu s’associe aux membranes du réticulum endoplasmique (RE) qui 
l’enveloppent pour former un compartiment dans lequel la réplication s’initie.  
Au début du cycle, la boucle de chaque télomère de l’ADN viral est coupée par une endonucléase 
spécifique. Les télomères poxviraux sont, par analogie aux chromosomes eucaryotes, des séquences 
d’ADN non codantes situées aux extrémités de la molécule linéaire d’ADN viral. C’est dans les 
télomères qu’ont lieu l’initiation et la terminaison de la réplication (165). Cependant, il ne semble pas 
exister d’origine de réplication spécifique.  
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(iv) Expression des gènes intermédiaires et tardifs 
 
La transcription de ces gènes nécessite la synthèse de novo de l’ARN polymérase virale et la 
participation de protéines cellulaires. Le statut des gènes intermédiaires est ambigu, il a été proposé 
que cette classe n’existe pas et qu’il puisse en fait s’agir de gènes précoces, précoces/tardifs, tardifs 
ou non classés, du fait d’un profil d’expression atypique (166). Ils ont été peu étudiés et sont 
majoritairement impliqués dans la régulation des gènes tardifs. Les gènes tardifs codent pour les 
facteurs de transcription des gènes précoces, ainsi que pour les protéines participant à la 
morphogénèse et l’assemblage des virions néoformés.  
 
(v) Assemblage et relargage des virions 
 
Les premières étapes de la formation des virions ont lieu dans des zones circonscrites du cytoplasme, 
appelés virosomes, dans lesquelles les organites cellulaires sont exclus. Les premières membranes en 
forme de croissant sont formées de lipides et de protéines virales et s’assemblent pour former les 
virions immatures (IV). Leur origine (de novo ou issue de membrane cellulaire) et leur nombre 
(membrane simple ou bicouche) est encore sujet à controverse (153). Les IV s’arrondissent et 
deviennent matures par clivage protéolytique des protéines de capside et condensation du core viral, 
de façon à produire la première forme infectieuse de virions, les IMV. Pour la majorité des virions, la 
morphogénèse s’arrête là, et les IMV sortent par lyse cellulaire.  
Certains IMV migrent vers les endosomes ou le Golgi, via le système microtubulaire intracellulaire, et 
sont enveloppés d’une double membrane, pour devenir les IEV. Les IEV migrent, ensuite, vers la 
périphérie de la cellule grâce aux microtubules (147). Une fois arrivés à la membrane plasmique, 
l’enveloppe externe des IEV fusionne avec celle-ci pour exposer à la surface cellulaire un virion 
enveloppé, le CEV. Par une série de signaux transmis via les protéines virales qui se retrouvent alors 
ancrées dans la membrane plasmique, la polymérisation des fibres d’actine est déclenchée sous les 
CEV. Les queues d’actine ainsi formées apportent les CEV vers les cellules avoisinantes, permettant la 
diffusion du virus de cellules à cellules. Chez le MYXV, des ponts cytoplasmiques permettant cette 
diffusion ont aussi été observés par microscopie électronique (152). Une partie des CEV est aussi 
libérée dans le milieu pour former des EEV qui vont disséminer à distance. L’exocytose des IEV n’est 
pas la seule façon de former des EEV, puisque le bourgeonnement des IMV à travers la membrane 
plasmique a aussi été décrit (153).  
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B. Interactions hôte-virus 
 
Les modalités d’interactions entre les poxvirus et leur hôte vont moduler le tropisme viral, à l’échelle 
cellulaire et de l’hôte. Il est de première importance de les connaître et de les comprendre pour 
optimiser l’utilisation des poxvirus en tant que vecteurs (vaccins et thérapie génique), et pour 
identifier les stratégies les plus adaptées en virothérapie anticancéreuse sélective.  
Il est possible de schématiser les interactions hôte-virus selon 3 niveaux de tropisme viral : le 
tropisme au niveau cellulaire, mettant en jeu un certain nombre de mécanismes/interactions 
moléculaires qui peuvent expliquer le cycle permissif, semi-permissif ou abortif d’un virus dans un 
type de cellule donné ; le tropisme tissulaire ou organique, intermédiaire entre les deux autres 
niveaux ; le tropisme d’hôte, influencé par les deux premiers niveaux et par les réponses 
inflammatoires et immunitaires de l’hôte. Il va déterminer la pathogénie, la diffusion virale dans 
l’organisme infecté et la dissémination entre les organismes, en fonction des mécanismes élaborés 
par le virus pour échapper aux réponses de l’hôte (9). De nombreuses protéines virales interviennent 
à différents niveaux pour moduler les interactions avec l’hôte, les facteurs du MYXV connus sont 
présentés ci-après (tableau 8).  
 
a) Tropisme cellulaire 
 
(i) Particularités du tropisme cellulaire des poxvirus 
 
Pour beaucoup de virus, le tropisme cellulaire est largement déterminé par l’interaction entre des 
protéines virales exposées et leurs récepteurs spécifiques à la surface des cellules hôtes. Bien que 
des éléments semblent favoriser la permissivité de certaines cellules pour les virus (tel que la 
présence de rafts lipidiques (167) et de polysaccharides (154), ou l’expression de certains récepteurs 
de surface (168-170)), aucun récepteur spécifique des poxvirus n’a été identifié jusqu’à présent. De 
façon générale, tous les déterminants cellulaires impliqués jusqu’à présent dans les phases 
d’attachement et d’entrée du virion dans la cellule sont des éléments de surface ubiquitaires, tel que 
les GAGs et les éléments de la MEC. Les poxvirus semblent donc capables d’infecter un large spectre 
de cellules, le blocage apparaissant dans les événements intracellulaires en aval des étapes 
d’attachement, d’entrée et même d’expression virale précoce (171).     
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Grand rôle Protéine Gène Fonction/propriétés 
Facteur d’hôte M063 M063R Nécessaire pour la réplication dans les cellules de lapin 
Contrôle du cycle 
cellulaire 
MGF M010L Homologue du facteur de croissance EGF 
Contrôle de l’apoptose M-T2 M002L/R Homologue du récepteur au TNFα 
 M-T4 M004L/R Inhibition de la voie Bcl-2/caspases via son interaction 
avec la protéine BAP 
 M-T5 M005L/R Interaction avec la Cullin-1 et Akt ; inhibition arrêt cycle 
cellulaire et apoptose 
 M11L M011L Interaction avec les protéines de pro-apoptotiques 
(Bak/Bax)  
 SERP-2 M151R Inhibiteur de sérine protéase intracellulaire 
Contrôle de la réponse 
aux IFNs 
M-T7 M007L/R Homologue du récepteur aux IFN-γ, liaison aux 
chemokines CC et CXC 
 M029L M029L Homologue de E3L, fonction prédictive d’inhibition de la 
voie PKR et 2’5’OS 
 M156R M156R Homologue du facteur eIF2-α 
 M135R M135R Homologie avec B18R du VACV ; mécanisme précis 
d’interférence avec la réponse IFN encore inconnu 
Inhibition de la réponse 
inflammatoire 
M-T1 M001L/R Liaison avec les chemokines CC, inhibition du 
chimiotactisme 
 SERP-1 M008.1L/R Inhibiteur de sérine protéase sécrétée 
 SERP-3 M152R Inhibiteur de sérine protéase 
 MNF M150R Inhibiteur supposé de NFкB 
 M13L M013L Inhibiteur de l’inflammasome (caspase-1 IL-1β et IL-8) 
 M128L M128L Homologue du CD47 
 M141R M141R Homologue du CD200 
Inhibition présentation 
du CHM-I 
M-T4 M004L/R Inhibition de la présentation du CMH-I via son interaction 
avec la protéine BAP 
 MV-LAP M153R Scrapine, dégradation des molécules CMH-I, CD4 
 
Tableau 8 : Présentation des facteurs impliqués dans les interactions du MYXV avec son hôte 
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(ii) Facteurs d’hôte  
 
Sur le génome des poxvirus, outre les gènes conservés à travers les genres et essentiels à la 
réplication et à la morphogénèse, il existe une deuxième catégorie de gènes, non essentiels, qui 
influencent le profil pathologique propre à chaque espèce virale, ce sont les gènes de virulence. 
Parmi ces derniers, les gènes de spectre d’hôte sont ceux pour lesquels la délétion entraine une 
modification du tropisme cellulaire. La découverte de leur mode d’action s’est généralement faite de 
façon indirecte et fortuite. C’est, par exemple, le cas des fonctions d’interférence avec les voies de 
signalisation intracellulaire des protéines M-T5, M-T2, M-T4 et M11L du MYXV. Récemment, le gène 
M063R a été impliqué dans le tropisme d’hôte sans que le mécanisme sous jacent ait encore été 
élucidé. Il est, en effet, essentiel pour la multiplication du MYXV dans les cellules de lapin et pour le 
développement de la myxomatose chez l’hôte naturel (172).  
 
(iii) Contrôle du cycle cellulaire 
 
Beaucoup de poxvirus sont capables d’exprimer des facteurs de croissance, mimant l’action de leurs 
homologues eucaryotes, les facteurs EGF (epidermal growth factor) ou VEGF (vascular endothelial 
growth factor). Il a été mis en évidence que le facteur de croissance VGF (vaccinia growth factor) du 
VACV, après avoir été sécrété hors de la cellule infectée, est capable de stimuler la mitose et 
d’induire la prolifération des cellules quiescentes voisines, infectées ou non infectées (173; 174). Son 
homologue MGF (myxoma growth factor), bien qu’il soit non essentiel pour la multiplication virale in 
vitro, est une composante importante de la diffusion virale in vivo, une diminution significative des 
manifestations cliniques étant observée chez le lapin européen lorsqu’il est délété (175). De façon 
plus intéressante, les homologues poxviraux d’EGF sont interchangeables d’une espèce virale à 
l’autre, et peuvent même remplacer les fonctions biologiques de leur équivalent cellulaire (176).  
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(iv) Contrôle de l’apoptose 
 
Tandis que certains virus favorisent la mort cellulaire programmée induite par l’infection virale pour 
en tirer avantage, tous les régulateurs poxviraux de l’apoptose connus à ce jour, sont des inhibiteurs 
(177).  
Le processus apoptotique, ou processus de mort programmée, est une sorte de suicide cellulaire qui 
peut être induit par une grande variété de stimuli, incluant des cytokines, des hormones, des virus, 
des substances chimiques ou des irradiations. Il s’agit d’un processus complexe déjà abordé au cours 
de cet exposé. La voie de l’apoptose peut être induite selon deux mécanismes. La voie 
mitochondriale (ou intrinsèque), dont les protéines clés sont les facteurs de la famille Bcl-2 et dont 
l’activation résulte en la libération soudaine et complète du cytochrome c des mitochondries dans le 
cytoplasme, entrainant à terme l’activation des caspases, effectrices de l’apoptose. La voie 
extrinsèque, encore dénommée des récepteurs de mort, appartenant à la famille des récepteurs du 
TNF (tumor necrosis factor), et faisant intervenir le TNF et la voie des Fas-Fas ligand (figure 7) (33). 
Les multiples facteurs viraux anti-apoptotiques existant suggèrent que les poxvirus ont mis en place 
de nombreuses stratégies pour influencer ce processus à différents niveaux (figure 11). Devant la 
complexité de ces interactions, nous nous focaliserons sur les données existantes à propos du MYXV 
(figure 21). 
 
• Le facteur M-T2 :  
Le facteur M-T2 a initialement été identifié comme un virorécepteur, c'est-à-dire un facteur viral 
mimant la fonction d’un récepteur cellulaire de façon à inhiber son action par liaison compétitive 
avec son ligand, et plus précisément comme un homologue du récepteur au TNF (TNF-R). Le TNF a 
été initialement décrit pour son activité antitumorale, mais il possède des fonctions antivirales qui 
induisent l’inhibition de la réplication virale et l’apoptose des cellules infectées. Il est apparu que le 
facteur M-T2 possède deux fonctions distinctes, tant par les domaines protéiques fonctionnels 
impliqués que par la localisation cellulaire associée (178). Sous sa forme sécrétée, il se lie au TNF de 
lapin de façon espèce spécifique. Il aurait aussi une fonction anti-apoptotique dans les lymphocytes 
de lapin (179), plutôt liée à sa localisation cytoplasmique.   
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Figure 21 : Mécanisme d’échappement du MYXV à l’apoptose  
La protéine M-T2 sous sa forme sécrétée inhibe la fixation du TNFα à son récepteur le TNFαR. Sous sa 
forme cytoplasmique, elle aurait une fonction anti-apoptotique. M-T4 inhibe l’activité de la protéine 
BAP31, protéine réticulaire associée aux protéines Bcl2/BxL et à la caspase-8. M-T5 inhibe l’apoptose 
en agissant sur le cycle cellulaire (p27). La protéine M11L est capable de se lier aux protéines 
mitochondriales Bak et Bax, inhibant leur activité pro-apoptotique. Serp2 interfère avec la voie des 
caspases. 
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• Le facteur M-T4 :  
Le produit du gène M-T4 se localise dans le réticulum endoplasmique (RE) des cellules infectées. 
L’infection des lymphocytes de lapin avec un virus délété sur ce facteur entraine l’induction rapide de 
l’apoptose comparé à la souche sauvage (180). Il a été suggéré que M-T4 inhibe l’apoptose en 
interférant avec la fonction de BAP31, une protéine membranaire résidante du RE, qui forme un 
complexe avec Bcl-2/Bcl-XL et la procaspase-8, et est impliquée dans l’induction du phénomène 
apoptotique. Par ailleurs, l’interaction de M-T4 avec BAP31 semble perturber le transport des 
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de type I (CMH-I) au niveau du RE (181). Enfin, 
l’inoculation de lapins avec un virus délété sur le facteur M-T4 provoque un tableau clinique 
largement atténué qui s’accompagne d’une forte inflammation, montrant que ce facteur de virulence 
possède en plus de ses fonctions anti-apoptotiques des propriétés anti-inflammatoires (182).    
 
• Le facteur M-T5 :  
L’atténuation des symptômes de myxomatose induite par la délétion du facteur viral M-T5 a montré 
qu’il s’agit d’un facteur de virulence critique, requis pour l’infection productive des cellules T dans les 
nœuds lymphatiques et permettant, par la suite, la dissémination du virus jusqu’aux sites 
secondaires d’infection (183). La protéine M-T5 possède 7 domaines à répétitions ankyrine à son 
extrémité N-terminale et un domaine F-Box localisé en C-terminal. Comme la majorité des protéines 
à motifs F-Box, elle interagit avec le complexe SCF (Skp, Culline, F-Box), qui est un complexe multi 
protéique facilitant l’ubiquitination des substrats du protéasome, via sa liaison à la Culline-1. Son rôle 
dans le complexe SCF permettrait la dégradation de protéines de régulation du cycle cellulaire, tel 
que p27/Kip 1, protégeant ainsi le virus de l’arrêt du cycle cellulaire induit par la RI innée suite à 
l’infection (184). Il a aussi été décrit que M-T5 interviendrait dans la permissivité des cellules 
tumorales pour le MYXV, en activant la protéine Akt dans certaines cellules tumorales (185). Cette 
propriété de M-T5 sera développée plus en détail par la suite. Les propriétés anti-apoptotiques, la 
capacité à phoshoryler la protéine Akt cellulaire et le rôle dans la permissivité des cellules tumorales 
de M-T5 ont pu être confirmés par la possibilité de remplacer le facteur viral M-T5 par la protéine 
cellulaire PIKE-A (186). En effet, PIKE-A active Akt par liaison directe ; il est capable de restaurer la 
réplication virale des MYXV∆T5 dans les cellules tumorales et bloque l’induction de l’apoptose dans 
les cellules infectées (187).  
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• Le facteur M11L : 
La protéine M11L se localise dans les mitochondries des cellules infectées grâce à une petite 
séquence carboxyl terminale (188). Dans les cellules en culture, elle empêche le changement de 
perméabilité de la membrane mitochondriale qui permet le relargage du cytochrome c et du facteur 
inducteur d’apoptose (AIF) dans le cytoplasme (189). Une étude montre que cette protéine forme un 
complexe avec la protéine Bak, de la famille Bcl-2, pour inhiber le changement conformationnel et 
l’activation de la protéine pro-apoptotique Bax, prévenant ainsi le relargage du cytochrome c (190). 
 
• Le facteur SERP-2 : 
La protéine SERP-2 appartient à la superfamille des serpines (SERine Protéases INhibitor) (191), 
inhibiteurs irréversibles des sérines protéases qui régulent divers processus physiologiques tels que 
l’apoptose, l’inflammation, l’angiogénèse, l’activation du complément, la fibrinolyse ou la 
coagulation (181). Sa fonction prédictive était initialement d’être un équivalent fonctionnel de CrmA 
du virus cowpox qui inhibe l’enzyme ICE (interleukine 1β converting enzyme). Mais SERP-2 semble 
être un faible inhibiteur et ne forme pas de complexe stable avec ICE in vitro (192). Le rôle exact de 
SERP-2 dans la prévention de l’apoptose reste actuellement obscur. Cependant, les virus 
MYXV∆SERP-2 présentent un pouvoir pathogène largement atténué chez le lapin, associé à une 
réponse inflammatoire robuste et la présence de nombreux lymphocytes apoptotiques dans les 
nœuds lymphatiques drainant le point d’inoculation (193).   
 
(v) Interférence avec les IFNs 
 
Plusieurs études montrent que la voie des IFNs est un élément clé dans le tropisme du MYXV. En 
effet, Wang et al (194) ont montré que l’infection des fibroblastes primaires murins est bloquée par 
la cascade de signalisation Erk-IFN-STAT1, et que l’inactivation du facteur Erk ou de la signalisation 
médiée par le facteur de transcription STAT-1 lève le blocage et rend les fibroblastes primaires 
permissifs à l’infection. Par la suite, la permissivité des fibroblastes humains primaires à l’infection 
par le MYXV in vitro s’est elle aussi révélée dépendante de la réponse cellulaire aux IFNs, puisque la 
permissivité des cellules diminue avec le nombre de passages en culture tandis que la production 
d’IFN augmente (195).     
Les IFNs ont d’abord été décrits comme une « substance » qui est sécrétée par les cellules et induit la 
résistance des cellules voisines à l’infection virale. Il existe différents types d’IFN : les IFNs de type I 
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(IFN-α et IFN-β), qui se lient à un récepteur commun (R-IFNα/β), et les IFNs de type II (IFN-γ), qui se 
lient à un récepteur différent (R-IFNγ). Les deux types d’IFNs ont une activité antivirale directe, sont 
pro-inflammatoires et ont une activité immunorégulatrice. En particulier, les IFN-γ favorisent la 
production de cytokines pro-inflammatoires et stimulent une RI de type TH1, passant notamment par 
la production de lymphocytes T cytotoxiques (LTc), importants pour la destruction des cellules 
infectées.  
Les effets antiviraux médiés par la réponse IFN passent par l’expression de différents gènes. De façon 
schématique, la liaison des IFNs aux récepteurs appropriés entraine une cascade d’évenements, 
passant par la phosphorylation des Jak kinases, l’activation des facteurs de transcription STAT, et la 
transcription des gènes IFN-induits. La PKR et la 2’5’-oligoadénylate synthétase (2’5’OS), protéines clé 
de la voie IFN, sont synthétisées par de tels gènes. Elles sont activées toutes les deux par les ARNdb 
produits communément lors de la réplication virale. Après sa liaison avec les ARNdb, la PKR activée 
va phosphoryler le facteur eIF2-α et entraîner l’arrêt de la synthèse protéique. La 2’5’OS, une fois 
activée, synthétise les 2’5’-oligoadénylates (2’5’oligoA) qui activent la ribonucléase RNaseL. Cette 
dernière dégrade rapidement les ARN et stoppe ainsi la synthèse protéique. Les poxvirus ont élaboré 
plusieurs stratégies pour contrecarrer la réponse aux IFNs, que ce soit au niveau de la production 
d’IFN, de l’interaction avec le récepteur ou de la transduction du signal (147). Voici ceux qui sont 
connus, avérés ou prédis, chez le MYXV (figure 22).  
 
• Le facteur M-T7 : 
Le facteur M-T7 est un homologue sécrété du récepteur IFN-γ qui inhibe l’activité biologique de l’IFN-
γ du lapin de façon espèce spécifique (196). Par la suite, il a été montré que M-T7 se liait à une large 
variété de chemokines (197). Cette deuxième propriété semble empêcher l’interaction des 
chemokines avec les GAGs présentes à la surface des cellules, inhibant ainsi l’invasion des cellules 
inflammatoires lors des RI innées et acquises (198). 
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Figure 22 : Inhibition de la voie des IFNs par le MYXV 
Le facteur soluble M-T7 du MYXV (homologue B8R du VACV) va inhiber l’activation de la voie IFNγ en 
séquestrant les IFNγ. Il va ainsi inhiber la transcription de certains gènes impliqués dans la réponse 
anti-virale. Le facteur B18R de VACV fait de même avec les IFNα/β, et malgré son homologie avec 
B18R, cela n’a pas encore été démontré pour la protéine M135R. La protéine E3L (homologue M029L 
de MYXV) inhibe les voies antivirales de la PKR et de la 2’5’OS, en se liant à l’ARNdb produit lors de la 
réplication virale. Le facteur M156R (homologue de K3L du VACV) mime l’action du facteur de 
transcription eIF2-α et inhibe son activation en se liant à la PKR à sa place.  
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• Le facteur M029L/E3L : 
Le facteur M029L est impliqué de façon prédictive dans l’inhibition des réponses antivirales, de par 
sa forte homologie avec les domaines critiques à la fonction anti-PKR et anti-2’5’OS de son 
homologue VACV E3L. En effet, la majorité des résidus de cette protéine, d’un poids moléculaire 
inférieur de 13 kDa (kiloDaltons) par rapport à E3L, sont similaires ou identiques à la partie C-
terminale de la protéine E3L (figure 23). Les résidus importants pour la fonction anti-PKR de E3L, 
identifiés sur la base d’analyse mutationnelle, sont strictement identiques ou conservés dans la 
séquence d’acides aminés (aa) de M029L. Enfin, elle présente aussi un tryptophane essentiel, W8, qui 
s’aligne au W66 de E3L (199).  
La protéine E3L, est une protéine de 24 kDa exprimée de façon précoce (200) lors de l’infection et 
jouant un rôle important dans l’inhibition des mécanismes de défense antivirale induite par les IFNs. 
Il a été montré qu'il s'agissait d'un facteur de spectre d'hôte, nécessaire à la réplication du VACV dans 
de nombreux types cellulaires (201), mais également d'un facteur de pathogénicité, dont la présence 
est requise pour une pathogénèse complète chez la souris (202). Il s’est avéré que c’est grâce à un 
domaine de liaison présent au niveau de sa partie C-terminale, que E3L séquestre l'ARNdb néo 
synthétisé lors de la réplication virale et inhibe l'activation de la PKR et du système 2’-5’ OAS (203). 
E3L inhiberait aussi la PKR par une interaction directe entraînant la formation d’hétérodimères (204). 
Le domaine N-terminal n’est pas requis pour la liaison à l’ARNdb, mais dans le complexe E3-PKR-
ARNdb, il interagirait avec le domaine protéine kinase de PKR, et le résidu W66, notamment, est 
requis pour cette interaction (204). La partie N-Terminale de E3L présente, en outre, une activité de 
liaison aux domaines Z de l'ADN : elle pourrait stabiliser ces domaines Z dans les régions promotrices 
de certains gènes, résultant probablement en leur transactivation (205). Garcia et al, ont montré que 
l’expression de la protéine virale E3L dans des cellules murines 3T3, entraînait l’inhibition de la 
réponse antivirale aux IFNs ainsi que l’apoptose induites par l’ARNdb, mais aussi que l’injection de 
ces cellules à des souris immunodéprimées résultait en la formation de tumeurs solides (206). La 
protéine E3L pourrait donc aussi avoir des propriétés oncogéniques.   
  
• Le facteur M156R/K3L : 
Le facteur M156R possède une grande similarité de séquence avec un autre régulateur de PKR, le 
facteur VACV-K3L. Le gène M156R code pour une protéine prédictive de 12 kDa, ce qui est 
légèrement supérieur à la taille de K3L. Les résidus identifiés comme essentiels dans la fonction anti-
PKR de K3L sont bien conservés dans M156R (199).  
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Figure 23 : Comparaison de la séquence des protéines M029L (MYXV) et E3L (VACV)  
Alignement des séquences de M029L (MYXV) et E3L (VACV). Les résidus encadrés et grisés 
représentent les résidus identiques alors que ceux encadrés non grisés représentent les résidus 
conservés. Les astérisques indiquent les résidus importants identifiés chez le VACV. Le signe dièse # 
indique le résidu tryptophane (W) identifié comme important dans l’interaction entre E3L et l’ARNdb, 
dans la partie N-terminale de E3L. Au total, les deux séquences présentent 24%d’identité. (Barrett et 
al (199)) 
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La protéine K3L est un homologue du facteur de transcription eIF2-α et inhibe sa phosphorylation en 
se liant à sa place sur la kinase PKR (203).  
Par la suite, il a confirmé que la protéine M156R était effectivement un substrat pour la kinase PKR et 
pouvait être phosphorylée par celle-ci. La comparaison des structures des protéines virales MYXV-
M156R et VACV-K3L et du facteur eIF2-α humain, indique que les résidus importants pour la liaison à 
PKR se trouvent dans des positions conservées, correspondant au motif de reconnaissance supposé 
de la kinase (207).  
 
• Le facteur M135R : 
Le gène M135R code pour une protéine de surface cellulaire dont la séquence aa présente une 
bonne similarité avec la protéine B18R du VACV Western Reserve ou son homologue B19R du VACV 
Copenhague (199). Ces deux protéines sont des homologues solubles des récepteurs aux IFNα/β et 
interférent avec la réponse anti-virale médiée par ces cytokines (208). Malgré ces homologies de 
séquences, une étude récente a montré que la protéine M135R exprimée précocement, venait se 
fixer à la membrane cellulaire par sa partie N-Terminale et n’était pas secrétée. De plus, bien qu’il 
s’agisse d’un facteur de virulence dont la délétion atténue sévèrement le pouvoir pathogène chez le 
lapin européen, elle ne semble pas interagir avec les IFNα/β (209).   
 
b) Interférence avec le système immunitaire de l’hôte 
 
La réponse de l’hôte à l’infection par les poxvirus est multifactorielle. Immédiatement après 
l’infection, des mécanismes non spécifiques (apoptose, complément, IFN, cytokines, cellules NK) 
servent de première ligne de défense. Ensuite, les RI adaptatives médiées par les cellules T 
cytotoxiques (LTc) et helper (LTh) prennent le relais.  Bien que les Ac neutralisants soient impliqués 
dans la protection de l’hôte (notamment dans la prévention d’une réinfection), la RI cellulaire joue 
un rôle particulièrement important et semble critique pour l’élimination du virus, notamment la RI 
de type Th1 (T helper 1). Il n’est donc pas étonnant que les poxvirus codent de nombreux facteurs 
qui suppriment activement la RI innée et la RI cellulaire de type Th1.  
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(i) Inhibition de la réponse inflammatoire 
 
Il s’agit de la première ligne de défense de l’organisme, mise en place grâce à l’action de nombreuses 
molécules pro-inflammatoires, les cytokines. De même que pour l’apoptose ou la voie des IFNs, les 
poxvirus ont mis en place de nombreux facteurs pour contourner cette réponse, dont voici quelques 
exemples chez le MYXV.  
 
• Le facteur M-T1 : 
Il s’agit d’une glycoprotéine sécrétée tout au long de l’infection par le MYXV. Elle se lie de façon non 
espèce-spécifique à un large spectre de chemokines CC, inhibant leur activité de chimiotactisme in 
vitro et l’infiltration leucocytaire sur les sites infectieux in vivo (181).  
 
• Les serpines SERP-1 et SERP3 : 
La protéine SERP-1 appartient à la famille des serpines, et inhibe tout un panel de sérine protéases 
du plasma in vitro qui sont toutes impliquées dans le chimiotactisme des cellules de l’inflammation in 
vivo (181). La délétion de la troisième serpine identifiée chez le MYXV, SERP3, n’a pas d’influence sur 
la réplication in vitro, mais atténue la pathogénie et la dissémination du virus vers les sites 
secondaires d’infection chez le lapin in vivo (210).  
 
• Le facteur MNF : 
La protéine MNF (myxoma nuclear factor) possède neuf répétitions ankyrine, dont la huitième est 
importante pour sa localisation nucléaire et présente des similarités avec le motif de localisation 
nucléaire d’IкB (inhibiteur de NF-кB). Dans des cellules traitées avec du TNFα, elle colocalise d’ailleurs 
avec NF-кB, facteur clé de la réponse inflammatoire. In vivo, des lapins inoculés avec la souche MYXV 
délétée pour MNF présentent peu de symptômes et une forte inflammation au site d’inoculation 
(211).    
 
• Le facteur M13L : 
L’identification et la caractérisation de M13L a montré qu’il s’agissait d’une protéine contenant un 
domaine pyrin (PYD), qui interagit avec le composant ASC-1 de l’inflammasome et inhibe la caspase-1 
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et la sécrétion des interleukines IL-1β et IL-18. Les virus inactifs pour cette protéine ont un cycle viral 
abortif dans les monocytes et les lymphocytes in vitro. Ils sont remarquablement atténués chez leur 
hôte naturel, en raison d’une dissémination virale réduite et d’une réponse inflammatoire 
augmentée sur le site d’inoculation (212).  
 
• M128L et M141R : 
La protéine de surface M128L possède des homologies significatives avec les protéines cellulaires 
CD47, qui sont associées à l’adhésion, l’activation, la mobilité et la phagocytose des leucocytes. Ce 
facteur viral est nécessaire pour la virulence complète du MYXV chez le lapin européen et sa délétion 
entraîne une augmentation du nombre de monocytes et macrophages activés durant l’infection 
(213).   
La protéine de surface M141R partage des séquences aa similaires avec la famille des protéines 
CD200 (OX-2), impliquées dans l’activation des cellules de la lignée myéloïde. Il a été montré que 
M141R était requise pour le développement d’une myxomatose totalement virulente chez l’hôte 
naturel, et sa perte est à l’origine d’une augmentation du taux de macrophages activés dans les sites 
lésionnels et les nœuds lymphatiques drainants et du taux LT circulants activés. Au vu de ces 
résultats, le mécanisme d’action du facteur de virulence M141R pourrait consister en l’inhibition de 
la présentation des Ag aux LT par les macrophages (214).  
 
(ii) Inhibition de la fonction des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité  
 
Les molécules de CMH-I permettent la présentation des Ag viraux à la surface des cellules infectées 
aux récepteurs des LT CD8+, induisant ainsi la multiplication des LT CD8+ spécifiques.  
 
• M-T4 : 
Comme nous l’avons mentionné plus haut, en plus de sa fonction antiapoptotique, M-T4 semble 
capable de perturber le transport des molécules du CMH-I au niveau du RE (181). 
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• MV-LAP : 
La protéine MV-LAP appartient à une famille de facteurs poxviraux et herpétiques impliqués dans la 
dérégulation des marqueurs immuns, les scrapines pour ‘surface cell receptor abductor proteins’ 
(215). Ces scrapines possèdent un domaine fonctionnel auquel est associé une activité E3 ligase qui 
entraîne l’ubiquitination de la queue cytoplasmique de ses cibles et, en conséquence, leur 
dégradation dans le protéasome. La protéine MV-LAP, localisée dans le RE, dérégule les molécules 
CMH-I (215) et le corécepteur CD4 des LT (216). Pour être complètement fonctionnelle, MV-LAP 
semble requérir un contexte particulier, dans lequel la localisation de la protéine mais aussi la 
présence d’un cofacteur viral spécifique encore inconnu, semblent importants (217).       
 
C. Les poxvirus en virothérapie 
 
a) Intérêt des Poxvirus en virothérapie anticancéreuse 
 
(i) Les poxvirus en tant que vecteurs viraux 
 
Le virus de la vaccine a été le premier poxvirus à être utilisé comme vecteur il y a une trentaine 
d’année. Réputé pour son rôle dans l’éradication de la variole, il est à l’origine du terme vaccination. 
Puis de nombreux poxvirus ont, à leur tour, fait l’objet d’expérimentations visant à explorer leur 
capacité vectorielle, dont le MYXV plus particulièrement dans notre laboratoire, depuis une 
quinzaine d’années. Ainsi, un MYXV atténué recombiné a été testé avec succès pour sa double 
protection contre la maladie hémorragique virale du lapin (RHD) et la myxomatose (218). Son 
utilisation potentielle chez d’autres espèces est en cours d’étude, et son innocuité ainsi que son 
immunogénicité chez les ruminants ont d’ores et déjà été mises en évidence (219). Par ailleurs, un 
essai concluant de vaccination contre la calicivirose a été réalisé chez le chat (220; 221).    
 
De nombreuses caractéristiques font des poxvirus des outils de choix pour l’utilisation en tant que 
vecteurs viraux, que ce soit dans le cadre de la lutte anticancéreuse ou contre des maladies 
infectieuses.  
Tout d’abord, ils ont un cycle réplicatif relativement court selon l’espèce virale considérée (8-12
H
 
pour VACV, 16-20
H
 pour MYXV). Leur cycle se déroule entièrement dans le cytoplasme de la cellule 
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hôte, ce qui limite les risques d’intégration du génome viral aux chromosomes cellulaires.  Des titres 
élevés peuvent être obtenus en culture cellulaire, et les productions virales récoltées sont purifiées 
aisément pour une utilisation in vivo.  
Ensuite, le grand génome ADN de ces virus permet la construction et la production de virus 
recombinants grâce à des techniques de manipulation génétique maintenant rodées. La très grande 
plasticité du génome poxviral rend possible l’insertion de plusieurs transgènes dans le même vecteur  
et des inserts allant jusqu’à 25 kpb (222). De nombreux sites sont disponibles pour l’insertion de 
l’ADN étranger : dans les gènes non essentiels à la réplication (mais impliqués dans la synthèse des 
précurseur de l’ADN (gène TK), dans la virulence ou dans le spectre d’hôte) ou dans les régions 
intergéniques. Par ailleurs, l’insert doit être sous contrôle d’un promoteur poxviral reconnu par l’ADN 
polymérase virale, puisque la transcription virale se fait de façon autonome dans le cytoplasme de la 
cellule hôte. Il est possible d’utiliser des promoteurs précoces, tardifs ou précoces/tardifs, selon 
l’objectif à atteindre (223), des promoteurs de poxvirus autres que le vecteur utilisé, ou des 
promoteurs synthétiques, de façon à optimiser l’expression protéique. L’utilisation de vecteurs 
poxviraux permet l’expression d’une protéine recombinante proche de la protéine native et avec une 
activité généralement bien conservée (224).  
D’un point de vue pratique, les particules virales de Poxviridae sont stables en dehors du milieu 
cellulaire et peuvent être conservées pendant longtemps sous forme lyophilisée sans perte 
significative du pouvoir infectieux, ce qui offre un grand confort d’utilisation en application clinique 
(transport, stockage et administration). 
Un des points les plus critiques en vectorologie concerne la gestion de la RI de l’hôte. En effet, les 
poxvirus sont hautement immunogènes et sont capables d’induire une forte RI cellulaire et 
humorale, non seulement contre l’Ag exprimé mais aussi contre le vecteur viral. Ceci pourrait être 
particulièrement préjudiciable soit lorsque le protocole suivi implique plusieurs rappels, soit lorsque 
l’Ag exprimé possède une action thérapeutique in situ. En effet, une RI rapide et forte risque 
d’éliminer précocement le virus, réduisant ainsi l’efficacité thérapeutique. D’un autre côté, une forte 
RI locale contre les cellules infectées par le virus est un atout en cancérologie, favorisant l’élimination 
des cellules tumorales par le SI. De plus, la mise en place d’une RI acquise contre les Ag tumoraux 
permet de limiter les risques de récidives tumorales. Le large panel de gènes codant pour des 
facteurs immunomodulateurs ainsi que les possibilités de remaniements génétiques importantes, 
offrent néanmoins une opportunité unique d’ajuster de façon précise la RI et la spécificité du 
vecteur.   
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(ii) Les poxvirus en tant que vecteurs oncolytiques 
 
En plus des avantages énumérés ci-dessus, d’autres caractéristiques font des poxvirus des OV de 
choix. Le cycle réplicatif court et productif des poxvirus, s’accompagne généralement d’une lyse 
cellulaire massive permettant la libération des IMV. Les autres formes virales libérées, CEV et EEV, 
permettent une dissémination rapide et large des virions dans les tissus environnants.  
Enfin, il a été montré que certains poxvirus avaient un tropisme naturel pour les cellules tumorales. Il 
existe des évidences précliniques que les souches sauvages de VACV se répliquent et permettent 
l’expression de gènes étrangers de façon plus importante dans les tumeurs que dans les tissus 
normaux dans des modèles animaux après administration systémique (225). Les hypothèses 
avancées pour expliquer ce tropisme sont la perméabilité de la vascularisation et la division 
cellulaire, plus importantes dans les cellules tumorales comparées aux tissus sains (4). Un autre 
poxvirus, le MYXV, a montré une capacité à infecter de façon productive les cellules tumorales 
humaines, malgré un spectre d’hôte restreint in vivo (11). De façon générale, ce tropisme pour les 
cellules transformées peut s’expliquer par le fait que les caractéristiques des cancers, telles que le 
blocage de l’apoptose, la dérégulation du contrôle du cycle cellulaire et l’évasion immunitaire, sont 
aussi des conditions optimales pour la réplication virale (10). En effet, comme précédemment 
mentionné, le tropisme des poxvirus n’est pas déterminé par un ou plusieurs récepteurs spécifiques 
qui limiteraient l’entrée des virus à certains types cellulaires, mais plutôt par l’interaction entre les 
voies de signalisation cellulaires et les facteurs viraux en aval des étapes de liaison et d’entrée (9).   
 
Certaines approches utilisées en virothérapie anticancéreuse ne sont pas ou peu envisageables avec 
les poxvirus. Par exemple, l’utilisation d’un promoteur tumeur-spécifique pour limiter l’expression 
d’un gène viral essentiel dans un tissu tumoral donné, ne peut pas fonctionner puisque les poxvirus 
amènent leur propre ADN polymérase et se répliquent dans le cytoplasme. Ensuite, la modification 
du tropisme viral via la modification de protéines de surface n’est pas une méthode aisée à mettre 
en place puisqu’il n’existe pas de récepteur spécifique qui définit le spectre de cellules permissives et 
qu’il existe différentes formes de virions dont les mécanismes d’entrée varient et ne sont pas 
complètement compris.  
 
Le virus de la famille des Poxviridae dont l’étude est la plus avancée en virothérapie anticancéreuse 
est le chef de file de la famille, le VACV (10; 6-8). L’emploi d’autres poxvirus a cependant été 
envisagé. Le Yaba-like disease (YLD) virus présente des caractéristiques favorables comme vecteur 
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pour une utilisation en thérapie génique anti-cancer (226). Enfin, les données obtenues sur 
l’utilisation du MYXV en virothérapie oncolytique seront développées dans la suite de cet exposé. 
 
b) Utilisation du VACV en virothérapie anticancéreuse 
 
Son administration délibérée et massive dans la population humaine lors des campagnes de 
vaccination antivariolique font du VACV un des virus les mieux connus, en terme de biologie et de 
pathogénèse chez l’Homme. Les informations collectées quant à son comportement dans la 
population humaine permettent de comprendre quelles sont les populations à risque, quels sont les 
effets indésirables et comment y répondre. Par exemple, un certains nombres d’agents antiviraux 
ont été mis au point pour contrôler l’infection et sont disponibles si nécessaire. Par ailleurs, le large 
spectre d’hôte du VACV rend utilisable un grand nombre de modèles animaux en préclinique. Le 
pendant de cette longue et vaste histoire du VACV en santé humaine est la RI acquise lors de la 
circulation du virus dans les populations ciblées, qui limite l’efficacité du vecteur en entraînant son 
élimination rapide de l’organisme.    
Le tropisme naturel du VACV pour les cellules tumorales, ajouté aux autres avantages, a rapidement 
amené le VACV dans les années 60-70s sur le devant de la scène de la thérapie anticancéreuse. 
Néanmoins, il est vite apparu qu’il était nécessaire d’améliorer la spécificité et l’innocuité d’un tel 
vecteur. En effet, des tissus sains hautement vascularisés et avec un taux de prolifération cellulaire 
important, tels que les follicules ovariens, se sont aussi révélés des cibles pour la réplication virale 
(4). De plus, bien que ce soit généralement un vecteur sans risque, des cas de toxicité (encéphalite ou 
neurotoxicité) ont été rapportés, surtout chez des personnes immunodéprimées et des enfants.  
 
Dans un premier temps, la délétion de gènes nécessaires à la réplication dans les cellules normales 
mais pas dans les cellules tumorales a été envisagée. La délétion du gène de la thymidine kinase 
entraîne une dépendance du virus à la TK cellulaire. Or celle-ci, régulée par les facteurs de 
transcription eIF2, est exprimée de façon transitoire pendant la phase S des cellules normales, tandis 
qu’elle est constitutivement exprimée en permanence à des niveaux importants dans la majorité des 
cellules tumorales (figure 24).  
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Figure 24 : Sélectivité des mutants VACV oncolytiques pour les cellules tumorales 
(a) Dans les cellules normales, le virus sauvage produit certains facteurs, tels que la TK, le facteur de croissance 
VGF ou encore des protéines immunosuppressives comme B18R, qui interfèrent avec le cycle cellulaire et les 
réponses antivirales pour favoriser la réplication virale ; (b) Dans les cellules normales, les virus délétés sur ces 
facteurs sont incapables de se répliquer ; (c) Dans les cellules tumorales, des mutations oncogéniques 
compensent l’absence des facteurs viraux et permettent la réplication virale. L’expression de certains 
transgènes, tel que GM-CSF, augmente encore l’effet oncolytique. (Extrait de Kirn et Thorne (10)) 
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De même, l’inactivation du gène codant pour le facteur VGF augmente la sélectivité tumorale du 
VACV. En effet, le facteur de croissance VGF est sécrété par les cellules infectées, va activer les voies 
Ras-MEK-Erk et la prolifération des cellules voisines infectées ou pas, en se liant à leur récepteur EGF-
R. L’activation de cette voie est nécessaire à la multiplication virale in vivo et il a été montré que son 
inactivation inhibe la pathogénèse du VACV (227), or cette dernière est constitutivement activée 
dans les cellules cancéreuses (figure 24). Un virus VACV double délété sur TK et VGF (vvDD) se 
réplique donc préférentiellement dans les cellules tumorales, avec une toxicité moindre dans les 
tissus sains, et son index thérapeutique est meilleur que celui d’un VACV délété sur un seul de ces 
deux gènes indépendamment (4).   
Par la suite, la réalisation d’un VACV inactivé sur deux facteurs antiapoptotiques, SPI-1 et SPI-2, a 
montré une augmentation de la sélectivité du virus pour les tumeurs, une meilleure innocuité, et des 
effets oncolytiques substantiels après administration systémique dans des modèles murins (228).    
La délétion du facteur B18R, protéine soluble séquestrant les IFN-I et bloquant ainsi leur liaison aux 
récepteurs IFN-I, a aussi été envisagée. Un VACV∆B18R se réplique préférentiellement dans les 
cellules tumorales, déficientes pour la réponse aux IFN-I, tandis que le virus est éliminé par la 
réponse antivirale dans les cellules normales (figure 24). Le mutant viral a montré une sélectivité et 
une efficacité oncolytique in vitro et dans des modèles murins in vivo, ainsi qu’une protection contre 
la réimplantation de cellules tumorales grâce à la RI acquise en modèle préclinique. L’expression 
d’IFN-β par l’OV peut aussi potentialiser l’effet anti-tumoral et le contrôle de la réplication virale dans 
les cellules normales (229).  
 
Des gènes suicides ont été insérés dans le génome du VACV de façon à améliorer l’efficacité 
oncolytique du vecteur. L’insertion d’un gène FCU1, dérivé des gènes de la cytosine deaminase et de 
l’uracile phosphoribosyltransférase de levure, dans le gène TK d’un VACV a été testé dans un modèle 
de souris immunodéficientes greffées avec des tumeurs colorectales humaines. L’apport de cette 
stratégie gène suicide améliore l’efficacité oncolytique du vecteur contre les tumeurs ainsi que 
contre les métastases hépatiques après administration systémique (124).  
De la même manière, des gènes visant à stimuler la RI contre les tumeurs ciblées par le virus ont été 
introduits dans le génome viral. L’utilisation des vaccins TRICOM a été abordée dans le chapitre sur 
l’immunothérapie.  
La construction d’un VACV réplicatif, avec la délétion TK et exprimant la cytokine GM-CSF humaine, 
JX-594, permet la combinaison des stratégies immunothérapie et oncolytique. Cet OV a montré une 
efficacité oncolytique dans des modèles animaux de métastases pulmonaires après injection 
Synthèse bibliographique 
85 
 
systémique, associée à une réplication virale intra-tumorale, à l’expression du transgène dans les 
tumeurs et à une infiltration importante de LTc sur les sites tumoraux (230). Ce vecteur est entré 
dans des essais cliniques, phase I et II, sur des patients atteints de mélanomes ou de tumeurs 
hépatiques avec une administration IV ou IT (tableau 5) (68; 10).  
D’autres OV issus de VACV sont entrés dans des essais cliniques récemment : le vecteur JX-929 (VACV 
double délété TK et VGF, ou vvDD) et le vecteur JX-963 (vvDD exprimant GM-CSF humain) (10).  
 
D. Le MYXV, un nouveau candidat à la virothérapie anticancéreuse  
 
a) Le MYXV, un virus spécifique de son hôte 
 
Le MYXV est à l’origine d’une maladie hautement létale chez le lapin européen Oryctolagus cuniculus, 
transmise de façon passive par des arthropodes piqueurs (puces et moustiques) ou éventuellement 
par contact direct avec des animaux infectés, la myxomatose (231). Cette maladie se caractérise par 
de larges lésions cutanées mucoïdes, les myxomes et par une immunodépression généralisée suivie 
de la mort de l’animal, en 2 semaines dans les cas les plus graves. Les hôtes réservoirs sont les lapins 
américains de type Sylvilagus, chez lesquels l’infection est bénigne, se matérialisant généralement 
par un fibrome cutané.  
Le MYXV fut le 1
er
, et le seul à ce jour, virus utilisé comme arme biologique pour éliminer sciemment 
toute une population de mammifère à grande échelle. Il fut introduit volontairement en Australie en 
1950 pour détruire la population de lapins présente sur l’île et responsable de dommages 
agronomiques, écologiques et économiques considérables à cette époque (232).     
 
Contrairement à la vaccine qui infecte un large spectre d’hôtes mammifères, le MYXV présente un 
spectre d’hôte étroit. A part les lagomorphes, il ne semble pas capable d’infecter d’autres espèces de 
vertébrés, incluant les Hommes. Malgré la présence enzootique du virus dans certains pays, tel 
l’Australie, la circulation étendue du virus dans les populations de moustique, et par conséquent une 
forte exposition des autres espèces de vertébrés (nombreux contacts avec les animaux infectés et 
avec les arthropodes communs), aucun cas de myxomatose dans d’autres espèces que les 
lagomorphes n’a jamais été mis en évidence. Chez l’Homme, aucun cas d’infection ni même de 
séroconversion n’a été observé, même dans les régions où le virus est largement présent chez les 
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lapins et les moustiques (233). La seule fois où le MYXV a été testé chez l’être humain, il y a plus de 
50 ans, aucune infection ou pathogénie n’a été décelée (234).    
De même, les études conduites avant l’introduction de la myxomatose en Australie indiquent 
qu’aucune autre espèce animale sauvage ou domestique n’est sensible à l’infection par une souche 
de MYXV virulente (235). Par la suite, McCabe et al (220) ont pu vérifier ces résultats lors de leurs 
expériences de vaccination des chats avec une souche de MYXV atténuée exprimant une protéine de 
capside du calicivirus félin. Ils ont montré que les cellules félines permettent la pénétration du MYXV 
et l’expression des gènes viraux mais que la réplication est non productive. De plus, chez les chats 
vaccinés, aucun signe clinique associé au MYXV n’a pu être mis en évidence, de même qu’aucune 
séroconversion n’est apparue dans les lots témoins en contact avec les animaux vaccinés. Par 
ailleurs, dans le but d’utiliser le MYXV comme vecteur vaccinal chez les ruminants (suite notamment 
aux émergences récentes des foyers de fièvre catarrhale ovine en Europe), le tropisme du MYXV pour 
les cellules ovines et bovines a été étudié au laboratoire (219; 236). Il s’avère que les fibroblastes 
primaires ovins et les différentes cellules épithéliales bovines testées ne sont pas permissives au 
MYXV in vitro. De même, l’infection des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) reste 
faible et abortive, même après activation non spécifique, que ce soit dans l’espèce ovine ou bovine.  
Les études précliniques réalisées jusqu’à présent confirment que le MYXV ne se propage pas chez la 
souris (237), n’entraîne pas de signes d’inflammation ou lésionnels après injection (>10
6
 FFU (unités 
formant foyers)) intra-craniale (IC) chez des souris immunodéprimées (13) et immunocompétentes 
(194). Dans des modèles expérimentaux de gliomes humains orthotopiques, aucune trace de virus 
n’est retrouvée dans les zones saines de cerveau, du jour 1 au jour 42 après administration IT, 
montrant que le virus est circonscrit aux zones tumorales (13). Par la suite, aucune présence de virus 
infectieux dans les poumons, le foie, la rate et le rein n’a été retrouvé 24
H
 après injection IV de 10
8
 
FFU d’un MYXV∆135 (atténué chez le lapin) dans des modèles des souris immunocompétentes (16). 
Dans la même étude, les animaux recevant 3 injections IV de 10
8
 FFU de MYXV∆135 tous les 2 jours 
n’ont montré aucun signe de maladie dans les 2 semaines suivant la première injection.   
 
Cette spécificité d’hôte est avantageuse à bien des niveaux quant à l’utilisation d’un tel vecteur chez 
l’Homme : elle apporte bien évidemment une réelle sécurité d’emploi et évite le risque d’apparition 
d’effets secondaires néfastes inhérents à la réplication et la dissémination virale dans l’organisme. 
Elle garantit aussi l’absence d’une RI pré-existante contre le MYXV dans la population humaine qui 
entraînerait l’élimination rapide du vecteur avant qu’il ait pu jouer son rôle d’agent thérapeutique. 
Néanmoins, le manque d’informations concernant le comportement de ce virus animal s’il est 
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administré de façon extensive chez un nouvel hôte non réceptif, nécessitera des études plus 
poussées avant de pouvoir employer ce vecteur viral en clinique.  
 
b) Tropisme du MYXV pour les cellules tumorales humaines  
 
Malgré cette spécificité d’espèce, et comme pour le VACV, il est apparu que le MYXV était capable 
d’infecter de façon productive (sur la base de la formation de foyers comparables à ceux observés 
dans les cellules permissives BGMK) 70% des lignées cellulaires tumorales humaines testées, issues 
de la collection de référence NCI-60 (11). Par la suite, un certain nombre de lignées cellulaires 
tumorales ont été testées pour leur permissivité au MYXV. Lun et al (13) ont d’abord montré que le 
MYXV était capable d’infecter, de se répliquer et de lyser une série de lignées de gliomes humains in 
vitro, ainsi que des explants de patients récupérés par exérèse chirurgicale. Puis neuf lignées de 
médulloblastome sur dix (14), ainsi que la totalité des lignées de tumeurs rhabdoïdes ont été 
infectées puis lysées par le MYXV in vitro (15). Enfin, Woo et al (12) ont montré que le MYXV avait un 
effet oncolytique sur des cellules d’adénocarcinomes pancréatiques humains in vitro.  
Dans le but de mieux comprendre le tropisme du MYXV pour les cellules tumorales, ainsi que pour 
déterminer le vecteur viral le plus adéquat à la virothérapie oncolytique chez l’Homme, des MYXV 
délétés sur un certain nombre de gène de spectre d’hôte ou facteur de virulence ont été testés pour 
leur capacité à se multiplier et à lyser des lignées cellulaires de gliomes humains in vitro (238). Le 
mutant inactivé sur le facteur d’hôte M063, incapable de se répliquer sur les cellules de lapin et 
complètement apathogène (172), et le mutant inactivé sur le facteur de virulence M135, ne 
présentant pas de modification du spectre d’hôte en culture cellulaire mais largement atténué chez 
les lapins in vivo (209), apparaissent comme ayant une capacité de réplication et de lyse supérieur ou 
égale à celle du MYXV sauvage dans les cellules de gliomes. Etant donné leur caractère atténué chez 
l’hôte naturel, ils représentent une alternative encore plus sûre pour l’utilisation en thérapie 
anticancéreuse, limitant les risques de contamination à des populations de lapins sensibles.      
 
c) Mécanismes proposés pour la sélectivité tumorale 
 
De manière à comprendre les mécanismes moléculaires qui gouvernent cette spécificité du MYXV 
pour les cellules tumorales humaines, les auteurs ont testés plusieurs mutants pour leur capacité à 
infecter les différentes lignées tumorales de la collection de référence NCI-60 testées (11). Il s’est 
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avéré que le facteur d’hôte M-T5 influençait de façon critique la permissivité des cellules tumorales à 
l’infection par le MYXV et les cellules ont été classées en trois catégories, selon leur permissivité au 
MYXV sauvage et au MYXV∆M-T5 : (I) les cellules complètement permissives au MYXV, muté ou non ; 
(II) les cellules dites restrictives, c'est-à-dire permissives à la souche sauvage mais pas au MYXV 
délété sur M-T5 ; (III) les cellules non permissives au MYXV, qu’il soit sauvage ou ∆M-T5.  
La protéine M-T5, comme cela a déjà été présenté précédemment, forme des complexes avec deux 
protéines intracellulaires : la protéine Cullin-1, interaction par laquelle elle empêche l’arrêt du cycle 
cellulaire et la mort cellulaire stress-induite (184), et la protéine Akt-1/PKB, dont l’interaction directe 
avec M-T5 semble réguler la permissivité des cellules tumorales à l’infection par le MYXV (185). Dans 
certains types de cellules tumorales, la liaison de M-T5 à la protéine Akt peut activer cette dernière, 
en entraînant sa phosphorylation sur les résidus sérine 308 et thréonine 473 (185). La 
sérine/thréonine kinase Akt joue un rôle critique dans le contrôle de la balance entre la survie, la 
prolifération et la mort cellulaire. La dérégulation de la voie Akt est une caractéristique fréquente des 
cellules tumorales, celles-ci ayant souvent un niveau d’Akt phosphorylé endogène élevé, (35) et la 
permissivité des cellules au MYXV semble étroitement corrélée à ce niveau d’activation de la 
protéine Akt cellulaire (185).  Le modèle proposé est le suivant (figure 25) : dans les cellules de type I, 
le niveau élevé d’Akt endogène activé permet l’infection virale, sans nécessité de la présence de M-
T5 ; dans les cellules de type II, le niveau basal d’Akt phosphorylé faible requière l’expression de M-
T5 qui va activer Akt et permettre la réplication virale, c’est ainsi que les cellules de type II sont 
permissives au MYXV sauvage mais pas au MYXV∆M-T5 ; dans les cellules de type III, enfin, le niveau 
d’activation d’Akt est bas voire inexistant, et ne peut pas être augmenté par M-T5, donc aucun virus, 
sauvage ou muté, ne peut infecter de façon productive ces cellules (98). Il est néanmoins possible de 
convertir les cellules de type III en cellules permissives, par l’apport de protéine Akt activée 
ectopique (185).  
    
Etant donné que la permissivité des cellules tumorales au MYXV est étroitement liée à la voie Akt, 
des drogues intervenant sur cette voie de signalisation ont été testées de façon à essayer d’optimiser 
l’effet du virus sur les cellules cancéreuses. Il s’est avéré que la rapamycine est un bon candidat, car il 
augmente le tropisme du MYXV pour les cellules tumorales in vitro (239) et optimise son effet 
oncolytique dans des modèles expérimentaux immunodéprimés (14) et immunocompétents in vivo 
(16).   
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Figure 25 : Mécanisme expliquant le tropisme du virus myxomateux pour les cellules tumorales 
 Les cellules tumorales sont groupées en trois catégories en fonction de leur capacité à être infectées 
par le MYXV. Les cellules de type I ont un niveau d’Akt phosphorylé (sur les résidus sérine 308 et 
thréonine 473) endogène élevé et peuvent être infectées par le MYXV, indépendamment de l’action 
de la protéine M-T5. Les cellules de type II ont un niveau d’activation d’Akt endogène bas, qui 
requièrent la présence de M-T5 pour être activé et permettre une réplication virale productive. Les 
cellules de type III ont des niveaux d’Akt activé bas qui ne peuvent pas être augmentés par M-T5, 
donc ces cellules ne sont pas permissives au MYXV. (Stanford et McFadden (98)).  
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La rapamycine, un dérivé bactérien, est brevetée à l’origine pour son action immunosuppressive, 
notamment via l’inhibition de l’activation des cellules T, et est utilisée comme traitement alternatif 
de la cyclosporine en prévention du rejet de greffe. Par la suite, elle a été étudiée en thérapie 
anticancéreuse pour sa capacité à inhiber la croissance des cellules cancéreuses (figure 8) (35). Elle 
est capable d’induire un arrêt du cycle cellulaire et une apoptose dans des cellules tumorales en se 
liant à sa cible cellulaire, mTOR (pour mammalian target of rapamycin), via son interaction avec la 
protéine cellulaire FKBP12. La sérine/thréonine kinase mTOR existe sous la forme de deux 
complexes. Le complexe mTORC1, sensible à la rapamycine, est impliqué dans la synthèse protéique 
et la prolifération cellulaire. Il s’agit d’un effecteur de la voie PI3K-Akt, régulant la croissance et le 
métabolisme cellulaire en aval de la kinase Akt. Le second complexe dans lequel mTOR est impliqué, 
mTORC2, ne peut pas être reconnu ni inhibé par la rapamycine liée à FKBP12, et a été identifié 
comme un activateur de la protéine Akt (240).  
 De façon intéressante, il a été montré que le traitement à la rapamycine des cellules de type II 
augmente de façon importante la réplication et la diffusion virale des MYXV sauvage et ∆M-T5 in 
vitro (239). Cette augmentation de la réplication virale est corrélée avec des modifications 
importantes de la voie de signalisation mTOR et particulièrement, une augmentation de la 
phosphorylation de la kinase Akt. Par contre, la rapamycine ne modifie pas la permissivité des 
cellules de type I, des cellules de type III ou des cellules de lapin.   
Les auteurs ont proposé que l’augmentation de la phosphorylation d’Akt observée après le 
traitement à la rapamycine, soit liée au complexe mTORC2 qui n’est pas inhibé par la rapamycine 
(98). Cette phosphorylation, causée par la rapamycine et mTORC2 dépendante, pourrait compenser 
l’absence de M-T5 dans les cellules de type II, les rendant permissives au mutant MYXV∆M-T5 (figure 
26).  
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Figure 26 : Mécanisme proposé pour l’augmentation de la réplication virale due à la rapamycine 
dans les cellules tumorales de type II 
La protéine M-T5 du MYXV active Akt, qui entraine l’activation du complexe mTORC1. Ce complexe 
est inhibé par la rapamycine, qui se lie spécifiquement au complexe mTORC1 via sa liaison à la 
protéine cellulaire FKBP12. Le complexe mTORC2 n’est pas inhibé par la rapamycine, et active Akt par 
phosphorylation directe sur la sérine 473. Il est proposé que la rapamycine compense l’absence de 
M-T5 dans les cellules de type II en augmentant la phosphorylation de Akt via un mécanisme 
mTORC2 dépendant. (Stanford et McFadden (98)).     
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d) Effet oncolytique du MYXV dans des modèles animaux 
 
Depuis la découverte du tropisme viral pour les cellules tumorales humaines in vitro, différentes 
études ont été réalisées et ont permis de mettre en évidence l’effet oncolytique du MYXV dans des 
modèles expérimentaux de tumeurs humaines ou murines.  
La première étude a montré qu’une injection IT de 5.10
6
 FFU de MYXV, à des souris 
immunodéficientes porteuses de gliomes humains en intracérébral, augmente significativement la 
survie moyenne des souris (plus de 130 jours au lieu de 50 jours pour les groupes non traités), et les 
souris survivantes paraissent débarrassées de leur tumeur à la fin de l’expérience (13). Sur un lot de 
souris sacrifiées à différents temps post infection (p.i.), il est possible d’observer du virus infectieux 
dans les tumeurs jusqu’à 42 jours p.i., mais pas dans les tissus adjacents. La limite observée à l’effet 
thérapeutique de l’OV dans cette étude reste l’incapacité du MYXV à migrer vers les tumeurs 
distantes non inoculées et à entraîner leur régression.  
Par la suite, d’autres modèles de xénogreffes cérébrales ont été testés. Dans des modèles de 
xénogreffes orthotopiques de médulloblastomes humains, des injections IT uniques ou répétées (3 x 
5.10
6
 FFU) ont permis d’augmenter de façon importante la survie moyenne des animaux et de 
diminuer le nombre de métastases de la moelle épinière et du ventricule (14). Cet effet oncolytique 
viral a pu être encore fortement augmenté par un prétraitement 24
H
 avant l’infection avec de la 
rapamycine.  
L’effet oncolytique du MYXV a ensuite été comparé à un VSV atténué dans des modèles de tumeurs 
rhabdoïdes humaines, en greffe SC ou IC (15). L’injection IT des virus dans le modèle de tumeurs SC 
diminue beaucoup la taille des tumeurs à 30 jours p.i.. Dans le modèle de xénogreffes orthotopiques, 
l’injection IT de MYXV augmente la survie moyenne, avec 66% des animaux vivants et apparemment 
guéris de leur tumeur à la fin de l’expérience (plus de 180 jours p.i.). Néanmoins, après injection du 
MYXV en IV dans le même modèle, aucune trace de virus n’est retrouvé dans les tumeurs 24 et 72
H
 
après infection, et aucun effet sur la survie des animaux n’est constaté.  
Enfin, l’effet du MYXV a été étudié dans des modèles syngéniques de tumeurs primaires ou 
métastastiques issus de cellules B16F10 de mélanomes murins (16). Sur des souris 
immunocompétentes, greffées avec des cellules tumorales B16F10 en SC, plusieurs administrations 
IT (3 x 10
8
 FFU/tumeurs, réparties entre J7 et J21 après injection des cellules tumorales) de MYXV ont 
permis d’observer une diminution significative de la taille des tumeurs. Des modèles de tumeurs 
métastatiques après injection IV de cellules B16F10 ont ensuite été traités avec un virus MYXV∆135 
(atténué chez le lapin mais toujours réplicatif dans les cellules tumorales) selon différentes 
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modalités. Une administration IV (10
8
 FFU), 7 jours après injection des cellules tumorales, permet 
d’observer la co-localisation du virus et des métastases dans les poumons des animaux, 24
H
 après 
infection. Puis, plusieurs administrations IV (à J3, J5 et J8 post injection de cellules B16F10) montrent 
une diminution du nombre de métastases pulmonaires, comparativement aux témoins non traités, 
14 jours après le début de l’expérience. Enfin, la combinaison d’un traitement rapamycine avec les 
infections virales augmente l’effet oncolytique du MYXV∆135, en permettant la diminution du 
nombre et de la taille des métastases pulmonaires, par rapport à chaque traitement seul. De plus, 
l’effet immunosuppresseur de la rapamycine semble diminuer le nombre d’Ac neutralisants 
antiviraux produits lors du traitement, permettant potentiellement d’augmenter l’effet 
thérapeutique du virus, en diminuant son élimination par la RI antivirale.   
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ETUDE EXPERIMENTALE 
 
Ce projet s’inscrivait dans le programme européen THERADPOX, dont le but était de mettre au point 
des vecteurs oncolytiques adénoviraux et poxviraux optimisés et originaux pour le traitement du 
cancer chez l’Homme. Parmi les poxvirus étudiés, notre laboratoire a travaillé à l’étude d’un virus 
myxomateux (MYXV) qui soit adapté au traitement des cancers colorectaux, pancréatiques et 
ovariens humains, ces  cancers étant particulièrement préoccupant du fait de leur forte fréquence et 
du taux de mortalité associé.  
 
Dans un premier temps, l’étude de la capacité de plusieurs virus myxomateux à se multiplier, à 
diffuser et à lyser les cellules tumorales humaines in vitro a été entreprise de façon à déterminer le 
vecteur viral oncolytique (OV) optimal. La souche sauvage Toulouse T1 ainsi que des mutants viraux, 
délétés sur des gènes favorables à la multiplication dans les cellules normales mais accessoires dans 
les cellules tumorales, ont été testés de façon à améliorer la sélectivité et le potentiel oncolytique 
des OV. La souche vaccinale SG33, comportant de multiples remaniements génétiques (mutations, 
délétions), a aussi été comparée à la souche T1. Ces virus modifiés génétiquement présentent 
l’avantage supplémentaire d’être atténués chez leur hôte naturel et, par conséquent, d’être 
complètement apathogènes pour toutes les espèces de vertébrés. En parallèle, l’armement du MYXV 
avec le gène suicide FCU1 a été réalisé et validée in vitro, de façon à associer l’activité lytique des OV 
à une chimiothérapie ciblée.  
 
Dans un deuxième temps, il a été entrepris d’améliorer, de tester l’efficacité et de vérifier l’innocuité 
du MYXV oncolytique dans différents modèles animaux. Une approche originale a été envisagée pour 
faciliter l’apport des OV sur les sites tumoraux in vivo en les encapsulant dans une matrice de silice 
biodégradable. L’efficacité et l’innocuité de cette stratégie a été étudiée chez l’hôte naturel du virus, 
le lapin européen. Ensuite, l’activité anti-tumorale et l’innocuité de la souche vaccinale SG33 de 
MYXV ont été étudiées dans un modèle de souris immunodéficientes greffées avec des tumeurs 
colorectales humaines, après injection intra-tumorale et systémique. Enfin, nous avons eu 
l’opportunité, dans le cadre d’un protocole de réforme de plusieurs macaques Rhésus réalisé par la 
société Cynbiose (Lyon, France), d’étudier l’évolution clinique et la distribution virale lors d’une 
infection expérimentale par le MYXV chez des primates.  
 
Etude expérimentale 
95 
I. Optimisation d’un virus myxomateux oncolytique in vitro 
 
A. Etude d’un virus myxomateux oncolytique optimisé 
 
a) Introduction 
 
Une des particularités du virus myxomateux est sa grande spécificité d’espèce. En effet, aucune autre 
espèce de vertébré que son hôte naturel actuel, le lapin européen, n’a jamais développé de 
symptômes de myxomatose (237; 232; 233; 220). Au niveau cellulaire, la permissivité des cellules 
primaires, issues d’espèces non-hôtes,  semble soumise à condition puisque seuls les fibroblastes 
primaires normaux humains et murins, dont la voie de réponse à l’interféron de type I (IFN-I) est 
inactive, sont permissifs à l’infection par le MYXV (195; 194). Ainsi, aucune des cellules primaires de 
ruminants testées jusqu’ici (PBMC, fibroblastes), ne peut être infectée de façon productive par la 
souche de terrain Toulouse 1 (T1) ou par la souche vaccinale SG33 de MYXV (236; 219).  
 
Malgré ce spectre d’hôte étroit et l’absence de multiplication dans les cellules primaires normales 
non léporides, il a été montré que le MYXV est capable d’infecter de façon productive un certain 
nombre de lignées cellulaires tumorales in vitro (11). Sur la base de la formation de foyers, 
comparables à ceux observés dans des cellules permissives (BGMK), la majorité (15/21) des lignées 
cellulaires tumorales humaines testées provenant de la collection de référence NCI-60 a été trouvée 
permissive à l’infection par la souche Lausanne exprimant la β-galactosidase. Aucune corrélation 
directe entre la permissivité à l’infection par le MYXV et l’origine tissulaire des cellules tumorales n’a 
pu être mise en évidence. Les résultats de cette étude sont rapportés dans la figure 27, les cellules 
utilisées dans notre travail étant entourées en rouge. A l’issu de cette étude, la permissivité des 
cellules tumorales à l’infection par le MYXV a été corrélée avec le niveau de protéine cellulaire Akt 
phosphorylée (Akt-P), et les cellules ont été classées en trois catégories (185) : (I) fort niveau d’Akt 
activée endogène qui permet l’infection virale ; (II) niveau d’Akt-P endogène bas qui requiert 
l’expression de la protéine virale M-T5 pour activer Akt et permettre la réplication du MYXV ; (III) 
niveau d’Akt activé très bas ou indétectable, non modifiable par M-T5. Par la suite, il a été montré 
que le MYXV présente une activité oncolytique dans les cellules d’adénocarcinome pancréatique 
humain in vitro, dont les cellules PANC-1 et Capan-2 utilisées dans notre étude, sur la base de la 
mortalité cellulaire induite par le MYXV (12).  
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Figure 27 : Liste des lignées cellulaires tumorales humaines testées pour leur permissivité au virus 
MYXV par Sypula et al. (11)  
La permissivité d’une série de lignées de cellules tumorales humaines, provenant de la collection de 
référence NCI-60, a été déterminée sur la base de l’observation de foyers, comparables à ceux 
formés dans les cellules permissives BGMK. Le virus utilisé est la souche Lausanne exprimant la β-
galactosidase. Les cellules entourées en rouge ont été utilisées dans notre étude.  
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Plusieurs choses peuvent expliquer le tropisme naturel des poxvirus pour les cellules tumorales et 
leur intérêt en virothérapie oncolytique : tout d’abord, le fait que le tropisme cellulaire des poxvirus 
n’est généralement pas déterminé au niveau du récepteur cellulaire, mais plutôt par une interaction 
complexe entre le virus et les voies de signalisation intracellulaires de la cellule hôte (9) ; ensuite le 
fait que les cellules cancéreuses possèdent des caractéristiques particulières, tel que le blocage des 
voies de l’apoptose, la dérégulation du contrôle du cycle cellulaire ou l’évasion immunitaire, qui sont 
des conditions cellulaires optimales pour la réplication virale.  
Dans ce contexte, il est facile d’imaginer que l’inactivation de certains gènes viraux puisse augmenter 
les capacités oncolytiques des virus, notamment en augmentant la sélectivité des OV pour les cellules 
tumorales (10). C’est ainsi que le virus de la vaccine (VACV) délété sur les gènes de la thymidine 
kinase (TK) et du facteur de croissance VGF (pour Vaccinia Growth Factor) ne se propage plus que 
dans des zones très mitotiques tel que les tumeurs (4). De même, l’inactivation de gènes 
antiapoptotiques peut permettre le ciblage d’un large spectre de type de cancer puisque les voies de 
l’apoptose sont perturbées dans virtuellement toutes les cellules tumorales, bien qu’à différents 
niveaux (5). Enfin, la destruction du site tumoral pourrait être favorisée en empêchant l’expression 
de certaines protéines virales à activité immunomodulatrice, permettant ainsi l’induction d’une forte 
réponse inflammatoire contre les cellules tumorales infectées, voire même l’acquisition d’une RI 
protectrice contre la tumeur. 
Parmi les gènes du MYXV, de nombreux régulent les interactions avec la cellule hôte et peuvent 
s’avérer être des gènes d’intérêt en vu d’optimiser l’efficacité oncolytique du MYXV contre les 
cellules tumorales. Il a ainsi été montré que des mutants MYXV inactivés sur le facteur d’hôte M063R 
et que le facteur de virulence M135R présentait un potentiel oncolytique supérieur au MYXV sauvage 
dans des cellules de gliomes humains in vitro (238). Le MYXV possède, comme le VACV, des gènes 
codant pour les protéines de régulation de croissance, à savoir TK et MGF (myxoma growth factor). 
Les gènes codant pour les facteurs antiapoptotiques M11L (241; 242) et M029L peuvent aussi être 
des cibles de choix. Peu de choses sont connues à ce jour sur la protéine M029L mise à part sa 
grande homologie de séquence avec la partie C-terminale de la protéine E3L de la VACV (199). La 
protéine E3L, exprimée précocement au cours du cycle viral (200), joue un rôle important dans 
l’inhibition des mécanismes de défense antivirale induite par les IFNs, notamment grâce à un 
domaine de liaison à l’ARNdb néo synthétisé au niveau de sa partie C-Terminale qui inhibe 
l’activation de la PKR et l’action du système 2’-5’ OAS (206). L’analyse des homologies de séquence 
entre M029L et E3L indique que la fonction prédictive de M029L serait l’inhibition de l’état antiviral, 
via sa liaison à l’ARNdb et l’inhibition des voies d’activation PKR et 2’-5’ OAS. Parmi les protéines 
immunomodulatrices, l’inactivation des protéines SERP-2 (243) (dont l’homologue SPI-2 est déjà un 
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candidat pour l’optimisation du vecteur oncolytique VACV (228)), MV-LAP (215) et MNF (211) peut 
être envisagée. De plus, ces virus mutants sont, d’ores et déjà, atténués chez leur hôte naturel 
procurant une sécurité d’emploi supplémentaire (215; 211; 191; 244). 
 
L’objectif du projet de thèse étant de concevoir de nouveaux virus oncolytiques optimisés et sûrs 
pour le traitement des cancers colorectaux, pancréatiques et ovariens chez l’Homme, nous avons 
dans un premier temps étudié le potentiel oncolytique du virus myxomateux dans une série de 
lignées cellulaires tumorales humaines (cellules d’adénocarcinome colorectal humain, HCT-116 et 
Caco-2 ; cellules d’adénocarcinome pancréatique humain, PANC-1 et Capan-2 ; cellules 
d’adénocarcinome ovarien humain, SK-OV-3 et OV-CAR-5) in vitro. Tout d’abord, nous avons étudié la 
capacité de la souche de terrain T1 à se répliquer de façon sélective dans les cellules tumorales puis à 
les détruire. Nous avons aussi vérifié la correspondance entre nos résultats in vitro et les données 
existant dans la littérature, notamment la corrélation entre la permissivité des cellules et leur statut 
Akt. Puis, de façon à obtenir un virus optimisé pour son potentiel oncolytique, nous avons étudié le 
potentiel lytique de plusieurs MYXV inactivés pour  des gènes d’intérêt. Enfin, dans le but de 
déterminer l’intérêt du mutant viral inactivé pour M029L en tant que OV, nous avons entrepris une 
étude fonctionnelle de cette protéine ainsi que la construction du virus recombiné MYXV∆029L.  
 
b) Matériels et méthodes 
 
Plasmides 
• Plasmide de transfert pHc-M029L : Le gène M029L a été amplifié, à partir d’ADN viral de la 
souche « MYXV-T1, par PCR (Polymerase Chain Reaction) avec la Taq polymérase de haute fidélité 
« PHUSION » (Finnzymes) et les deux amorces NheI-M029Lfor (5’-
GCTAGCATGGATCCCATTAACACGCTATG-3’) et KpnI-M029Lrev (5’-
GGTACCTTAAAACTTTATAACGACGTGTTTTA-3’) (température d’hybridation (Th) de 58°C, temps 
d’élongation (Te) de 45 secondes). Après extraction sur gel d’agarose (Nucleospin Extract II kit, 
Macherey Nagel), le produit de PCR est inséré dans le vecteur pSC-B (Strataclone PCR Cloning kit, 
Stratagene). Grace à une double digestion NheI/KpnI, le gène est inséré dans le vecteur d’expression 
eucaryote pHc-Red1-C1 (BD Biosciences Clontech) à la place de la séquence codante HcRed1.  
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• Plasmide de transfert pCR-M028/30L-[GFP-GPT] : Le plasmide de transfert contenant le gène 
M029L dans lequel est inséré une cassette de sélection [GFP (Green Fluorescent Protein) – GPT (gène 
ecogpt d’Escherichia Coli)] a été construit à partir de trois plasmides. La cassette de sélection permet 
une double sélection via le marqueur GFP et le gène ecogpt, codant pour la xanthine-guanine 
phosphoribosyl-transferase et permettant la résistance à l’acide mycophénolique (MPA) en présence 
de xanthine (Xant) et d’hypoxanthine (HAT) (245). Le premier vecteur, pTG17714 (fourni par nos 
collaborateurs de TRANSGENE, Strasbourg, France), a apporté cette cassette de sélection GFP-GPT. 
Ensuite, une région de 700 pb incluant le gène M029L a été inséré dans le vecteur pCRII (TA cloning 
TOPO kit, Invitrogen) après amplification par PCR avec les amorces M028L-3’ (5’-
CGAGTAAACGCAATCCATCGTG-3’) et M030L-5’ (5’-GCAAGAACATTCCCGTTAT-3’) et la Taq polymérase 
« Expend High Fidelity » (Roche) (Ta=60°C et Te=45 secondes), et a permis d’obtenir le vecteur pCR-
M028L/30L. Enfin, le plasmide pBluescript SK (pBS) (Stratagene) a servi de plasmide navette. Les 
étapes de clonage sont décrites dans la figure 28. Le plasmide de transfert construit a été vérifié par 
séquençage puis préparé de façon stérile et concentré par maxiprep (kit EF Nucleobond PC 5000, 
Macherey-Nagel), avant son utilisation in vitro.  
 
Cellules 
•  Cellules tumorales : L’étude des différents virus a été réalisée dans des lignées cellulaires 
humaines d’adénocarcinome colorectal (HCT-116, ATCC CCL-247, et Caco-2, ATCC HTB-37), 
pancréatique (PANC-1, ATCC CRL-1469, et Capan-2, HTB-80) et ovarien (SK-OV-3, ATCC HTB-77, et 
OV-CAR-5), fournies par ONCOTEST (Freiburg, Allemagne). Toutes les lignées sont issues de la 
collection de référence NCI-60 (sauf les cellules Caco-2 et Capan-2). Les cellules tumorales sont 
cultivées dans du milieu RPMI (Gibco-BRL) complété par 10% de sérum de veau fœtal (SVF), excepté 
les cellules d’adénocarcinome colorectal Caco-2 qui sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium ; Gibco-BRL) complété par 20% de SVF. Elles sont comparées aux cellules de 
rein de lapin RK-13 (ATCC CCL-37), cultivées en DMEM 10% de SVF, et aux cellules endothéliales de 
veine ombilicale humaine HUV-EC-C (ATCC CRL-1730), cultivées dans du milieu EGM Bullet kit 
(Clonetics, Lonza). Tous les milieux de culture sont complétés avec 100 unités/ml de pénicilline et de 
streptomycine (PS) (Gibco-BRL) et les cellules sont cultivées à 37°C dans 5% de CO2.  
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Figure 28 : Construction du plasmide de transfert pCR-M028/30L-[GFP-gpt]
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• Construction des cellules RK-M029L et RK-Red : Des cellules RK-13 de 24h et à 70-80% de 
confluence, mises en culture dans des plaques 6 puits (P6), sont transfectées avec 10 µg d’ADN 
plasmidique stérile et 20 µg de lipofectamine (Invitrogen) dans 3 ml d’OptiMEM sans PS ni SVF, selon 
les instructions du fournisseur. Après 5
H
 d’incubation, le milieu est complété de façon à obtenir 2,5% 
de SVF final et les cellules sont laissées à incuber 48
H
.  Les cellules issues de la recombinaison sont 
divisées en 2 BP100 et mises sous pression de sélection généticine (80 mg/ml) (Gibco). La pression de 
sélection est renouvelée tous les 2 à 3 jours, jusqu’à l’obtention de plages de cellules distinctes. 
Plusieurs clones cellulaires sont isolés et mis en culture pendant plusieurs passages sous pression de 
sélection. Les clones qui arrivent à confluence sont vérifiés pour la présence du plasmide de transfert 
puis pour la présence des transcrits.   
 
Virus 
•  La souche sauvage de virus myxomateux T1 (MYXV-T1) est directement issue de la souche 
Lausanne (séquence publiée par Cameroun et al. (151)) et a été isolée à Toulouse en 1952.  
•  Les virus recombinés inactivés sur les protéines d’intérêt sont les suivants :  
- T1∆TK : inactivation du gène TK par insertion du gène lacZ.   
- T1∆SERP2 : inactivation du gène Serp2 par insertion de la cassette ecogpt sous contrôle du 
promoteur p7.5 (191). 
- T1∆MVLAP : inactivation par délétion du domaine LAP et insertion de la cassette lacZ en 
antisens (215).  
- T1∆MNF : petite délétion au milieu du gène mhr3 et insertion de la cassette p7.5-lacZ  (211). 
- T1∆MGF-M11L : inactivation des gènes MGF et M11L par insertion de la cassette p7.5-lacZ 
(244).  
•  Construction du recombiné T1∆M029L : Des cellules RK-M029L, mises en culture dans des 
boites de culture BP60 la veille et confluentes à 70-80%, sont infectées avec la souche T1 à une 
multiplicité d’infection (MOI) de 0,03 à 0,04 foci formant unité (FFU) par cellule. Après une 
adsorption de 2
H
 à 37°C, les cellules sont transfectées avec 4 µg d’ADN plasmidique pCR-M028/30L-
[GFP-gpt] stérile, 10 µl de lipofectamine LTX (Invitrogen) et 4 µl de Reagent PLUS (Invitrogen), selon 
les instructions du fournisseur. Suite aux 5
H
 d’incubation, le milieu de transfection est remplacé par 5 
ml de DMEM 1% PS 5% SVF complété par la pression de sélection MXHAT (comme précédemment 
décrit (246)). Les boîtes sont placées 48-72
H
 à l’étuve puis subissent trois cycles de 
congélation/décongélation afin de lyser les cellules et récupérer le virus issu de la recombinaison. Le 
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produit de la recombinaison est ensuite amplifié en RK-M029L sous pression de sélection MXHAT, 
rajoutée au milieu plusieurs heures avant l’infection et maintenue après infection, jusqu’à obtention 
de 80-90% d’ECP. Après trois cycles de congélation/décongélation successifs et sonication, 
différentes dilutions de virus amplifiés sont utilisées pour infecter des cellules RK-M029L sous 
pression de sélection. Les plages de lyse GFP positives sont sélectionnées sous agar. Plusieurs étapes 
de clonage successif sont réalisées de la sorte. La pureté du recombiné est testé par PCR.  
 
Multiplication virale en série: 
Les cellules mises en culture la veille en F25 (confluentes à 80-90%) sont infectées avec la souche T1 
de MYXV à une MOI de 5. Après 72
H
 d’incubation (37°C, 5% CO2), les lysats cellulaires sont récoltés et 
soumis à trois cycles de congélation/décongélation, de façon à lyser les cellules et récupérer la 
progénie virale. Le lysat est ensuite utilisé pour infecter de nouveaux tapis cellulaires en aveugle 
(1ml/F25). Au bout de trois passages ainsi réalisés, la production virale est mesurée par titrage sur 
cellules RK-13.  
 
PCR et RT-PCR  
• Vérification des mutants ∆M029L : L’ADN total extrait (kit High Pure PCR Template 
Preparation, Roche) est amplifié par PCR à l’aide d’une Taq polymérase classique (Qbiogen) avec les 
amorces M028L-3’ et M030L-5’ (utilisées pour le plasmide de transfert pCR-M028/30L-[GFP-gpt]) 
(Th=60°C, Te=2 minutes).  
•  Vérification des cellules RK-M029L et RK-Red : Les cellules RK-Red et RK-M029L sont testées 
par PCR pour la présence du gène neoR avec amorces NeoF (5’-cgcatgattgaacaagatggat-3’) et NeoR 
(5’-ctcagaagaactcgtcaagaag-3’) (Ta=58°C, Te=1 minute). La présence de transcrits correspondant à 
M029L a été vérifiée par RT- PCR : les ARN messagers (ARNm) sont extraits à partir des cellules RK-
M029L (kit Nucleospin RNA II, Macherey Nagel), une transcription reverse (RT) est réalisée avec 
l’amorce M029Lrev (5’-TTA AAA CTT TAT AAC GAC GTG TTT TA-3’) et la Superscript II (Invitrogen), 
selon les instructions du fournisseur. Puis, une PCR est réalisée sur les ADN complémentaires (ADNc) 
à l’aide des amorces M029Lrev et M029Lfor (5’-ATG GAT CCC ATT AAC ACG CTA TG-3’) et d’une Taq 
polymérase classique (Qbiogen) (Th=53°C, Te=1 minute).  
•  Cinétique d’expression du gène M029L : Des cellules RK13 sont infectées par la souche T1 du 
MYXV. Les ARNm totaux sont extraits à différents temps du cycle viral, puis une RT-PCR est réalisée 
avec les amorces M029Lfor et M029Lrev de la même façon que décrit ci-dessus.  
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Expériences de viabilité cellulaire 
• Mortalité induite par l’infection virale : Les cellules sont mises en culture dans des plaques à 
96 puits (P96). Lorsque les cellules sont à confluence (24-48
H
 après), elles sont infectées avec les 
différents virus à une MOI de 5 puis mises à incuber à l’étuve (37°C, 5% CO2) pendant 5 jours (c'est-à-
dire jusqu’à la lyse complète des cellules permissives RK-13). Le pourcentage de cellules vivantes est 
ensuite mesuré à l’aide d’un test au rouge neutre (RN). Brièvement, les surnageants sont retirés et 
les cellules sont mises à incuber dans du MEME (minimal essential Eagle’s medium) non tamponné, 
complété par du NaHC03 (0.035%), de l’Hepes (25 mM) et du rouge neutre (3%) pendant 4
H
 à l’étuve. 
Le rouge neutre est ensuite enlevé, les cellules lavées avec du PBS 1X et incubées avec de l’éthanol 
absolu de façon à mesurer la densité optique (DO) (lecture à 450 nm) émise par le RN relargué par 
les cellules vivantes. Les résultats sont exprimés en pourcentage de viabilité des cellules infectées par 
rapport aux cellules non infectées.  
• Mortalité induite par traitement pro-apoptotique : Des cellules RK-13, RK-Red et RK-M029L 
confluentes, en P96, sont traitées avec de l’acide polyinosine polycytidylique (pIC) (poly(I :C)/LyoVec, 
Invivogen) à 2.5 ou 5 µg/ml, additionné à 50 ng/ml d’actinomycine D (Sigma). La viabilité cellulaire 
est mesurée 48
H
 après traitement grâce à un test au RN tel que décrit ci-dessus.  
 
Western Blot  
• Mesure du niveau d’Akt et Akt phosphorylé : Les cellules tumorales sont mises en culture 
dans des cupules de P6 jusqu’à 80-100% de confluence, puis privées de SVF pendant 24
H
. Les extraits 
cellulaires totaux (environ 100 µg/puit) sont fractionnés par électrophorèse SDS-PAGE, sur gel 
NuPage Bis-Tris 10% (Invitrogen), dans du tampon de transfert MOPS (Invitrogen). Les protéines sont 
transférées sur membrane de nitrocellulose (0.45 µ) (Invitrogen). La révélation est ensuite réalisée 
avec le kit Western Breeze (Invitrogen) anti- lapin ou anti-souris selon l’anticorps (Ac) primaire utilisé.  
Les Ac primaires utilisés sont les suivants : Ac anti-PhosphoAkt (Ser473) monoclonal de souris 
(1/1000) (Cell Signaling Technology), Ac anti-Akt polyclonal de lapin (1/1000) (Cell Signaling 
Technology), Ac anti-Glyceraldéhyde-3-Phosphate Déshydrogenase (GAPDH) monoclonal de souris 
(1/3000) (Chemicon). 
• Mesure du niveau d’eIF2α phosphorylé: Des cellules RK-13 et RK-M029L confluentes sont 
traitées avec du pIC (5 µg/ml). Les extraits protéiques totaux, récupérés à T0, T30’, T1
H
, T2
H 
et T4
H
 
post-traitement, sont séparés par électrophorèse SDS-PAGE (environ 80 µg/puit) (gel NuPage 10%, 
tampon MOPS, Invitrogen) puis transférés sur membrane de nitrocellulose (0.45 μ) (Invitrogen). La 
révélation se fait via le kit Western Breeze (Invitrogen) avec l’Ac primaire polyclonal de lapin anti-
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eIF2α-P humain (1/1000) (Invitrogen). Les quantités totales de protéines sont vérifiées avec l’Ac de 
souris anti-GAPDH (1/5000) (Chemicon), la révélation étant réalisée avec un Ac secondaire anti-
immunoglobuline (Ig) de souris couplé à la peroxydase (HRP) (1/2000) (Sigma), et la détection via les 
réactifs ECL (SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate, Thermo Scientific).  
 
c) Résultats 
 
(i) Capacités oncolytiques de la souche T1 du virus myxomateux 
 
Dans un premier temps, de façon à étudier la capacité de la souche T1 de MYXV à infecter et à se 
multiplier dans les cellules tumorales humaines, la production virale au cours de trois passages en 
aveugle dans les différentes lignées cellulaires étudiées a été mesurée (figure 29).  
 
Puis, nous avons cherché à déterminer la lyse induite par la souche T1 du MYXV dans les différentes 
cellules ciblées dans notre étude. Le pourcentage de survie, 5 jours après infection avec une forte 
MOI (MOI de 5), a été mesuré grâce à un test au RN, sur toutes les lignées cellulaires (figure 30). La 
durée de l’incubation avant lecture a été définie en fonction de la lyse du témoin permissif RK-13 (ici 
supérieure à 90%). Conformément aux résultats obtenus dans les expériences de multiplication 
virale, les cellules Caco-2, PANC-1 et SK-OV-3 qui semblent permissives au MYXV-T1 voient leur 
viabilité cellulaire diminuer par rapport au témoin non infecté, viabilité qui est même divisée par 
deux dans les cellules SK-OV-3. Seules les cellules HCT-116 font exception, étant donné qu’elles ne 
sont quasiment pas lysées après l’infection virale, bien qu’elles soient capables d’être infectées et de 
répliquer le virus. Les cellules OV-CAR-5 et Capan-2, qui sont peu permissives à l’infection virale, ne 
sont quasiment pas lysées par le virus, étant donné que leur viabilité 5 jours post infection (p.i.) est 
proche de 100 %.  
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Figure 29 : Multiplication en série de la souche T1 du virus myxomateux 
Les différentes lignées cellulaires, cellules de lapin (RK-13), cellules endothéliales (HUV-EC-C) et cellules 
tumorales humaines, ont été infectées avec la souche T1 à une MOI de 5. Au bout de 72
H
 d’incubation à 37°C, 
5% CO2, les lysats cellulaires sont récoltés et utilisés pour infecter de nouveaux tapis cellulaires. Au total, trois 
passages en aveugle sont ainsi réalisés. La production virale, après les passages 1 et 3, est mesurée par titrage 
sur cellules RK-13. Les valeurs à chaque point représentent le titre moyen +/- l’écart type à la moyenne (ECM) 
de trois expériences indépendantes.  
 
 
 
Figure 30 : Pourcentage de survie cellulaire après infection par la souche T1 du virus myxomateux  
Les différentes lignées cellulaires sont infectées par la souche T1 à une MOI de 5. La viabilité cellulaire est 
mesurée 5 jours post infection (c'est-à-dire quand le témoin permissif RK-13 présente une lyse quasiment 
totale). Les valeurs représente la moyenne +/- ECM de trois expériences indépendantes.  
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Dans les cellules permissives RK-13, le titre est élevé dés le 1
er
 passage (supérieur à 10
6
 FFU/ml) et 
augmente même un peu après trois passages. Dans les cellules humaines normales, HUV-EC-C, le 
titre est inférieur à 10
4
 FFU/ml après le 1
er
 passage et diminue jusqu’à 10
3
 FFU/ml après le 3
ème
 
passage. Ces cellules ne semblent donc pas capables de répliquer le virus MYXV de façon efficace in 
vitro. Dans les cellules d’adénocarcinome colorectal HCT-116 et Caco-2, pancréatique PANC-1 et 
ovarien SK-OV-3, la souche T1 se réplique avec une progénie virale titrant entre 10
5
 et 10
6
 FFU/ml, et 
les titres semblent globalement se maintenir au cours des trois passages en série dans ces cellules. 
Par contre, bien que les titres viraux obtenus dans les deux lignées tumorales restantes, cellules 
pancréatiques Capan-2 et ovariennes OV-CAR-5, soient au alentour de 10
5
 FFU/ml après les 72
H
 
d’incubation du 1
er
 passage, les titres chutent de plus d’un log après les trois passages en aveugle. La 
production virale n’est pas aussi réduite que dans les cellules humaines normales, mais les cellules 
tumorales humaines Capan-2 et OV-CAR-5 ne semblent pas capables de maintenir une production 
virale infectieuse au cours des passages de la même façon que les autres cellules tumorales et 
semblent donc moins permissives. 
 
La synthèse des résultats de multiplication et de lyse obtenus jusqu’à présent avec la souche MYXV-
T1 in vitro nous permet de distinguer trois catégories de cellules tumorales humaines : les cellules 
tumorales contre lesquelles la souche T1 semble avoir un bon potentiel oncolytique (cellules 
colorectales Caco-2, cellules pancréatiques PANC-1 et cellules ovariennes SK-OV-3) ; les cellules 
tumorales pour lesquelles le virus T1 ne semble pas oncolytique (cellules pancréatiques Capan-2 et 
ovariennes OV-CAR-5) ; et enfin des cellules au statut indéterminé (cellules colorectales HCT-116) 
(tableau 9). Etant donné que les critères permettant de qualifier la permissivité cellulaires ne sont 
pas toujours comparables d’une étude à l’autre, et que les statuts Akt-P des cellules peuvent varier 
selon leur source, nous avons voulu vérifier si l’hypothèse émise sur la corrélation entre la 
permissivité et le niveau d’Akt-P se vérifiait dans notre cas. Nous avons donc testé le niveau 
endogène d’Akt phosphorylé sur le résidu sérine 473 (nécessaire pour l’activation totale de la 
protéine) de nos cellules par western blot (figure 31). Les bandes obtenues après révélation 
montrent que les cellules Caco-2, Capan-2 et SK-OV-3 ont un niveau d’Akt-P élevé, tandis que ce n’est 
pas le cas pour les cellules HCT-116, PANC-1 et OV-CAR-5. Ces résultats ne permettent pas de vérifier 
totalement (en particulier pour les cellules Capn-2), l’hypothèse selon laquelle la permissivité des 
cellules tumorales au MYXV serait lié au niveau d’Akt-P endogène (185) (tableau 9).  
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Tableau 9 : Synthèse des résultats sur le potentiel oncolytique de la souche MYXV-T1 
Lignées 
cellulaires 
Origine 
cellulaire 
Multiplication 
virale 
a
 
Lyse 
cellulaire 
b
 
Potentiel 
oncolytique 
c
 
Détection d’Akt-
P endogène 
d
 
HCT-116 Cancer 
colorectal 
+ - +/- - 
Caco-2 Cancer 
colorectal 
++ + + + 
PANC-1 Cancer 
pancréatique 
+ + + - 
Capan-2 Cancer 
pancréatique 
- - - + 
SK-OV-3 Cancer ovarien ++ ++ + + 
OV-CAR-5 Cancer ovarien - - - - 
a 
Multiplication virale : (++) titre viral similaire ou augmenté après trois passages en aveugle ; (+) après trois 
passages, diminution titre inférieure à 0.5 log et titre toujours supérieur à 10
5
 FFU/ml ;  (-)  après trois 
passages, diminution titre supérieur à 1 log et titre toujours supérieur à 10
4
 FFU/ml. 
b
 Lyse cellulaire (inspirée de la définition de Woo et al. (12)): (+++) mortalité cellulaire 5 jours post infection > 
75% ;  (++) mortalité de 51 à 75% ; (+) mortalité de 5 à 50% ; (-) mortalité < 5% 
c
 Potentiel oncolytique : synthèse des résultats de multiplication virale et lyse cellulaire après infection virale 
d
 Détection d’Akt-P : fonction des résultats de western blot.  
 
 
 
Figure 31 : Niveau de protéines Akt totales et activées dans les cellules tumorales humaines  
Les niveaux endogènes de protéines Akt totales et Akt-P (phosphorylation sur le résidu sérine 473) présents 
dans les différentes lignées cellulaires tumorales ont été analysés par Western Blot. La quantité totale de 
protéines déposées pour chaque échantillon est appréciée par révélation de l’expression de la protéine 
cellulaire GAPDH. 
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(ii) Etude des virus mutants sur des gènes d’intérêt 
 
Avec l’objectif d’utiliser un virus oncolytique dont les caractéristiques de virulence s’accordent au 
mieux avec les préoccupations de biosécurité, tout en ayant une efficacité optimale contre les 
cellules tumorales humaines, les capacités oncolytiques de plusieurs virus mutants sur des gènes 
d’intérêt ont été comparées in vitro. Les virus mutants testés sont les suivants : T1∆TK, souche T1 
délétée pour la protéine de régulation de croissance TK ; T1∆MGF-M11L, souche T1 délétée pour la 
protéine de croissance MGF et le facteur antiapoptotique M11L ; T1∆SERP2, T1∆MNF, T1∆MVLAP, 
souche T1 délétée pour les protéines immunomodulatrices SERP-2, MNF ou MV-LAP. En effet, ces 
protéines interagissent avec la cellule hôte, de façon à moduler la réponse anti-virale et à modifier 
les voies de signalisation intracellulaire en faveur du virus, ces dernières étant généralement déjà 
modifiées dans les cellules tumorales. De plus, ces virus mutants présentent tous un pouvoir 
pathogène atténué, préalablement testé par inoculation intradermique au lapin.  
 
Les capacités oncolytiques des différents virus mutants ont été comparées à celles de la souche de 
terrain T1, via des tests de lyse cellulaire cinq jours après infection avec une MOI de 5. Des profils de 
survie cellulaire comparables ont été obtenus entre les différents mutants. Les résultats pour deux 
des virus délétés, T1∆TK et T1∆SERP2, ont été représentés dans la figure 32.  
La survie cellulaire des différentes cellules tumorales humaines apparait globalement légèrement 
diminuée après infection avec les deux virus mutants, par rapport à celle observée après infection 
avec le MYXV-T1. Elle diminue même significativement dans les cellules HCT-116 et Caco-2 après 
infection avec la souche T1∆TK et dans les cellules HCT-116 après infection avec la souche T1∆SERP2. 
Ainsi, l’utilisation de virus atténués et mutés sur les gènes d’intérêt testés semble favorable, bien que 
l’amélioration de la lyse cellulaire in vitro ne soit pas toujours importante. Néanmoins, il reste difficile 
de choisir un gène en particulier, puisque l’effet des différents virus mutants monodélétés sur les 
cellules tumorales humaines in vitro est sensiblement le même.    
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Figure 32 : Survie cellulaire après infection des cellules tumorales humaines avec la souche T1 et les virus 
mutés T1∆TK (A) et T1∆Serp2 (B) 
 Les différentes lignées cellulaires sont infectées avec les différents virus à une MOI de 5. La viabilité cellulaire 
est mesurée 5 jours post infection. Les valeurs représente la moyenne +/- ECM de trois expériences 
indépendantes.  Les différences significatives (p<0.05, test de student) entre les pourcentages de survie 
cellulaire après infection avec la souche T1 et les deux mutants sont indiquées (*). 
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(iii) Cas du gène d’intérêt M029L : étude fonctionnelle et construction du mutant 
 
• Cinétique d’expression des ARNm viraux au cours du cycle cellulaire :  
Tout d’abord, nous avons voulu vérifier si l’expression du gène M029L était bien précoce au cours du 
cycle viral telle que le prédisait l’analyse de son promoteur (151), et comme l’est son homologue E3L 
(200). Nous avons vérifié cette prédiction en réalisant un profil d’expression des ARNm au cours des 
16
H
 que dure le cycle viral du MYXV. Les ARNm totaux, extraits de T0 jusqu’à T16
H 
après l’infection 
des cellules RK-13 par la souche T1, sont analysés par RT-PCR (figure 33). De même qu’il avait été 
montré la présence du polypeptide de 25 kDa correspondant à la protéine E3L à 2
H
, 4
H
 et 6
H
 p.i. ainsi 
qu’en présence d’un inhibiteur de la réplication de l’ADN, la cytosine arabinoside ou AraC, (200), les 
ARNm issus de la transcription du gène M029L peuvent être détectés dès 2
H 
p.i. et jusqu’à 16
H
 en 
présence ou en l’absence d’AraC. Le gène M029L est donc transcrit de façon précoce lors du cycle 
viral, ce qui est compatible avec sa fonction supposée d’inhibition de la réponse antivirale.  
 
• Génération de cellules RK-13 exprimant la protéine M029L de MYXV :  
Dans le but d’analyser directement le rôle de la protéine sur le métabolisme cellulaire et pour aider à 
la construction d’un virus mutant inactivé pour cette protéine, des cellules RK-13 ont été 
transfectées avec un plasmide codant pour la protéine M029L sous contrôle d’un promoteur CMV 
(pHc-M029L) et des cellules exprimant la protéine virale, RK-M029L, ont été sélectionnées. Les 
cellules parentales RK-13 et les cellules transfectées avec le plasmide pHc-Red (RK-Red) sont utilisées 
comme contrôles.  La présence du gène NeoR est testée par PCR sur différents clones de cellules RK-
Red et de cellules RK-M029L (bande à 800 pb) (figure 34). Puis la présence de transcrits 
correspondant à M029L (bande à 300 pb) a été vérifiée par RT-PCR à partir d’ARN totaux extraits 
d’un clone de cellules RK-M09L  (figure 35).  
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Figure 33 : Analyse du profil d’expression des ARNm M029L au cours du cycle viral par RT-PCR 
MT : marqueur de taille ; T+ RT-PCR : ARN de la souche sauvage T1 du MYXV ; T+ PCR : ADN du 
plasmide pHc-M029L ; T0, T2, T4, T8, T12, T16 : ARNm extraits à 0
H
, 2
H
, 4
H
, 8
H
, 12
H
 et 16
H
 post 
infection ; T16 Ni : témoin non infecté à T16
H
 ; T16 AraC : témoin traité à l’AraC à T16
H
. 
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Figure 34 : PCR sur le gène NeoR  dans les cellules RK13-M029L et RK-Red 
MT : marqueur de taille 1 kb (Invitrogen) ; RK-M029L (6) : produit de PCR amplifié à partir d’ADN extrait des 
cellules RK-M029L (clone 6); RK-Red (7) : cellules RK-Red (clone 7) ; RK-Red (21) : cellules RK-Red (clone 
21) ; T+ : produit de PCR amplifié à partir d’ADN plasmidique pHc-Red.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 35 : Analyse des transcrits du gène M029L dans les cellules RK-M029L par RT-PCR 
MT : marqueur de taille 1 kb (Invitrogen) ; RK-M029L : ARN cellulaire extrait des cellules RK-M029L (clone 6); 
T+ RT-PCR : ARN du MYXV T1 ; T+ PCR : ADN du plasmide pCRII-M028/30L. 
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• Inhibition de l’état antiviral dans les cellules RK- M029L: 
Le fait de disposer des cellules RK-M029L nous a permis tout d’abord d’analyser l’inhibition de l’état 
antiviral directement due à l’expression de cette protéine virale hors d’un contexte infectieux.  
 
Suite à l’infection virale, les ARNdb produits par le virus vont activer la PKR cellulaire, qui une fois 
phosphorylée, va elle-même entraîner la phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction 
eIF2α. A terme, cette cascade d’activation va aboutir à une diminution de la traduction des ARNs 
cellulaires et viraux, et donc à la diminution de la réplication virale. La protéine E3L de VACV est 
capable de contrer cette activation de l’état antiviral en séquestrant l’ARNdb. Ainsi en présence d’un 
analogue synthétique de l’ARNdb produit lors de l’infection virale (pIC), la phosphorylation d’eIF2α 
est inhibée dans les cellules murines 3T3 exprimant la protéine E3L, par rapport aux cellules où la 
protéine est absente (206). Nous avons donc analysé la phosphorylation du facteur eIF2α dans les 
lignées cellulaires RK13 et RK-M029L en réponse au traitement au pIC (figure 36). Les résultats 
obtenus semblent confirmer l’analogie fonctionnelle entre M029L et E3L. En effet, le traitement pIC a 
un effet plus important sur la phosphorylation d’eIF2α dans le cas des RK13, où le taux d’eIF2α 
phosphorylé (eIF2α-P) augmente de façon très importante par rapport au niveau basal une demi 
heure après le début du traitement (T30’) puis reste élevé jusqu’à T4
H
. En revanche, il semble 
diminuer dès T2
H
 dans les cellules RK-M029L pour revenir à un niveau quasi-basal à T4
H
.  
 
Si l’activation de la PKR via son interaction avec l’ARNdb entraîne l’arrêt de la synthèse protéique, par 
la phosphorylation du facteur eIF2α, elle est aussi à l’origine de l’induction de la mort cellulaire 
programmée via son interaction avec la voie FADD/Caspase 8 entre autre (247). Afin d’évaluer si 
l’expression de M029L confère une résistance aux cellules RK13 vis-à-vis de l’apoptose induite par 
l’ARNdb, des cellules RK13, RK-Red et RK-M029L sont traitées au pIC et la viabilité cellulaire est 
mesurée par un test de viabilité au rouge neutre 48
H
 post-traitement (figure 37). Les effets 
apoptotiques ayant été décrits précédemment comme étant plus complets en présence 
d’actinomycine D (248), cette dernière (50 ng/ml) est ajoutée au traitement. Les résultats obtenus 
nous montrent que pour les doses de pIC (2.5 µg/ml et 5 µg/ml) utilisées, la mortalité des cellules RK-
M029L est clairement inférieure à celle des cellules RK-Red et RK-13. Les cellules semblent donc 
protégées contre l’apoptose induite par l’expression de la protéine M029L, de la même façon que 
cela avait été montré dans les cellules 3T3-E3L (206).  
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Figure 36 : Phosphorylation du facteur eIF2α dans les cellules RK-13 et RK-M029L suite au traitement par le 
pIC 
Le taux de phosphorylation du facteur de traduction eIF2α (eIF2α-P) dans les cellules RK-13 et RK-M029L à 
différents temps (30’, 1H, 2H et 4H) après traitement avec 5 µg/ml de pIC (T0) est évalué par western blot avec 
un anticorps spécifique de l’état de phosphorylation de eIF2α. Le contrôle GAPDH permet de confirmer que les 
quantités de protéines déposées sont équivalentes au cours de la cinétique. 
 
 
 
 
 
Figure 37 : Résistance des cellules RK-M029L à l’apoptose induite par le pIC 
Les cellules RK-13, RK-Red et RK-M029L sont traitées avec 2.5 µg/ml ou 5 µg/ml de pIC et 50 ng/ml 
d’actinomycine D. Le pourcentage de survie cellulaire exprimé par rapport aux cellules non traitées est mesuré 
48H après le traitement par un test au RN.   
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• Construction du mutant T1∆M029L :  
De façon à valider les propriétés fonctionnelles de la protéine M029L en contexte infectieux, mais 
aussi, à terme, pour déterminer son rôle potentiel sur l’activité oncolytique du MYXV in vitro, la 
production du virus recombiné inactivé pour la protéine M029L a été entreprise (T1∆M029L). La 
recombinaison et la purification du virus recombiné a d’abord été tentée dans les cellules de lapin 
RK-13. Mais, il s’est rapidement avéré qu’il était impossible d’isoler un virus délété T1∆M029L dans 
ces conditions. En effet, il a été démontré que la protéine E3L de VACV était un facteur de spectre 
d’hôte, nécessaire à la réplication du VACV dans de nombreux types cellulaires. Ainsi, un virus VACV 
delété sur E3L se réplique normalement dans les cellules de poulet CEF et de lapin RK-13 mais n’est 
pas capable de se répliquer dans les cellules humaines HeLa, cellules de singe Vero ou cellules de 
souris L929 (249; 201). Pour cette raison, la production du virus recombiné T1∆M029L a été 
entreprise sur des types cellulaires autres que celles correspondant à son hôte naturel et/ou 
déficientes en IFN, tel que les cellules de singe Vero ou des cellules de canard GKT, mais ceci sans 
succès.  
Il a donc été décidé de produire le virus délété dans des cellules lui apportant le gène manquant en 
trans, les cellules RK-M029L. Après dilutions des virus recombinés et plusieurs sélections successives 
des populations clonales GFP positives obtenues, la pureté des populations virales dans les plages de 
lyse a été vérifiée par amplification PCR sur la région [M028L-M030L] encadrant la cassette de 
sélection intégrée dans les virus recombinés. Les amorces choisies permettaient d’être discriminant 
par rapport à la présence du gène M029L dans le génome des cellules RK-M029L. Les résultats de 
PCR après 5 clonages successifs, sans amplification virale intermédiaire, ont permis de s’apercevoir 
que les populations virales, dans lesquels était détecté du virus T1∆M029L, étaient toutes 
contaminées avec du virus T1 sauvage. L’impossibilité d’obtenir le virus inactivé pour la protéine 
M029L pur, dans ces conditions, peut s’expliquer par une complication technique.  En effet, après 
vérification du statut des cellules transcomplémentantes RK-M029L après 30 passages en culture par 
PCR, il s’est avéré qu’elles semblaient avoir perdu le gène M029L, tout en conservant la cassette de 
résistance à la pression de sélection (gène NeoR).  
 
d) Conclusion-discussion 
 
Le bilan que nous sommes en mesure de faire, suite aux expériences in vitro menées avec la souche 
T1 de MYXV, équivalente à la souche Lausanne à laquelle se rapporte les données bibliographiques, 
montre que cette souche présente un bon potentiel oncolytique sur quatre des six lignées cellulaires 
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tumorales humaines testées. Ces lignées tumorales provenant de trois origines tissulaires différentes, 
nous avons pu vérifier, comme décrit auparavant (11), qu’il n’y avait pas de corrélation entre le 
potentiel oncolytique du MYXV et l’origine des cellules tumorales.  
En revanche, il a été montré que le taux d’Akt activé dans les cellules tumorales était un facteur 
favorable à l’infection par le MYXV (185). Ainsi selon les précédentes études, les cellules HCT-116 et 
SK-OV-3 appartiennent aux cellules de type II, c'est-à-dire cellules permissives (sur la base de la 
formation de foci) dont le niveau d’Akt phosphorylé endogène est bas, mais dont l’activation va  être 
induite par l’infection virale (11; 185). De même, la corrélation entre le taux d’Akt-P basal élevé (250) 
et la lyse des cellules PANC-1 après infection par la souche Lausanne de MYXV a été mise en évidence 
par Woo et al. (12). Dans notre étude, nous avons observé un fort signal spécifique d’Akt-P endogène 
par western blot pour les cellules Caco-2, Capan-2 et SK-OV-3, ce qui même si la technique mise en 
œuvre n’est pas quantitative laisse présager d’un fort taux d’Akt endogène dans ces cellules. Ceci n’a 
pas été le cas pour les cellules HCT-116, PANC-1 et OV-CAR-5. Ainsi serions nous enclins, sur cette 
base, à qualifier les cellules Caco-2, Capan-2 et SK-OV-3 de cellules de type I, selon la définition de 
Wang et al (10), les cellules HCT-116, PANC-1 et OV-CAR-5 ne pouvant, à partir de ce seul résultat, 
être classées. Néanmoins, les expériences de multiplication par passage en série permettraient de 
qualifier les HCT-116 et PANC-1 de cellules de type II, et les OV-CAR-5 de type III (non permissives), 
tout en disqualifiant les Capan-2 (non permissives malgré leur statut Akt-P). Ainsi, l’étude conjointe 
de l’état d’activation endogène de la protéine Akt et de la multiplication virale dans les différentes 
lignées tumorales utilisées a confirmé l’absence de corrélation stricte entre le niveau d’Akt-P 
endogène et la permissivité des cellules à l’infection par le MYXV. La discordance des cellules Capan-
2 par rapport à l’hypothèse émise a déjà été mise en évidence par Woo et al (12), qui l’explique par 
l’existence potentielle d’une autre voie pro-apoptotique, encore non caractérisée, dans ces cellules 
qui diminuerait leur sensibilité au MYXV.  
 
L’étude des virus T1 mutés sur des gènes d’intérêt, T1∆TK, T1∆MGF-M11L, T1∆SERP2, T1∆MNF, 
T1∆MVLAP, a confirmé qu’il est plus intéressant d’utiliser des virus MYXV génétiquement modifiés en 
virothérapie oncolytique. En effet, ces virus modifiés présentent une efficacité lytique sur les cellules 
tumorales in vitro au moins équivalente à la souche T1 et parfois significativement augmentée. De 
plus, ils sont atténués chez leur hôte naturel in vivo, ce qui limite le risque d’utilisation en thérapie 
humaine et évite les contaminations en cas de contact accidentel avec des lapins. En ce qui concerne 
le facteur anti apoptotique prédictif, M029L, nous avons initié son étude fonctionnelle dans des 
cellules exprimant constitutivement la protéine, expression déterminée sur la base de la présence 
des transcrits, l’absence d’Ac spécifiques ne permettant pas la vérification complète de l’expression 
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de la protéine. Comme cela a été mis en évidence pour son homologue E3L de VACV, son expression 
est précoce au cours du cycle viral, et sa présence inhibe l’activation du facteur eIF2α et l’apoptose 
induite par la présence de petits ARNdb. Malheureusement, les cellules RK-M029L semblant instables 
pour le gène M029L, nous avons eu des difficultés pour purifier le virus T1∆M029L inactivé sur 
M029L et donc nous n’avons pas pu vérifier ses fonctions en contexte infectieux et réaliser l’étude 
des capacités oncolytiques du virus recombiné sur les cellules tumorales.  
 
Pour terminer, si l’intérêt d’un MYXV atténué en virothérapie anticancéreuse parait évident, le choix 
d’une délétion sur un gène en particulier l’est moins. En effet, sur la base des expériences faites in 
vitro, aucun virus monodélété ne semble significativement plus intéressant qu’un autre. D’autre part, 
étant donné la nature hautement hétérogène de la plupart des tumeurs, il parait judicieux de cibler 
et détruire les cellules tumorales via de multiples mécanismes complémentaires, ce qui incite à 
utiliser un virus comportant de multiples délétions. Nous avons donc songé à tester les 
caractéristiques de la souche vaccinale SG33 du MYXV dans les cellules tumorales humaines in vitro, 
cette souche étant naturellement atténuée par une série de passages en culture et comportant de 
nombreuses modifications génétiques, dont certaines sur des gènes d’intérêt précédemment testés 
(SERP-2, MV-LAP).  
 
B. Mise en évidence de l’intérêt oncolytique de la souche vaccinale SG33 associée 
à une chimiothérapie moléculaire 
 
a) Introduction 
 
La souche SG33 du virus myxomateux a été atténuée par un grand nombre de passages en série à 
33°C sur cellules rénales de lapin et cellules d’embryon de poulet, dans le but d’obtenir un vaccin 
atténué contre la myxomatose (251). Cette souche se multiplie très bien in vitro, le rendement sur 
cellules RK-13 étant plus important que celui obtenu avec une souche sauvage. En revanche, elle est 
extrêmement atténuée chez le lapin, quelle que soit la voie d’inoculation et l’âge des animaux 
infectés, et cette atténuation du pouvoir pathogène reste stable même après plusieurs passages 
successifs chez l’hôte naturel (251). Cette souche constitue la base de vaccins commercialisés dans 
certains pays d’Europe dont la France (société Mérial).  
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L’analyse génomique de cette souche virale a d’abord montré qu’elle présentait une large délétion 
sur la partie droite de son génome (191), puis le séquençage complet a récemment précisé que cette 
délétion incluait plusieurs gènes codant pour des facteurs de virulence (SERP-2, SERP-3, MV-LAP, 
M156R).  
Pour ces raisons (innocuité chez l’hôte naturel, recul sur l’utilisation fréquente dans la population 
cible, production d’inoculum avec des titres élevés, délétion de facteurs de virulence intéressants en 
terme d’optimisation génétique en virothérapie oncolytique), nous avons décidé de comparer les 
capacités oncolytiques de la souche vaccinale SG33 à celle de la souche sauvage T1.   
 
Par ailleurs, nous avons essayé de combiner les capacités oncolytiques du MYXV avec une 
chimiothérapie moléculaire. Le gène suicide FCU1 a été inséré dans le gène viral codant pour la TK du 
MYXV-SG. En collaboration avec P. Erbs (Transgène SA, Lyon, France), l’activité enzymatique (CDase 
et UPRTase) de la souche recombinante a été vérifiée, ainsi que la capacité de cette stratégie « gène 
suicide » à améliorer l’effet lytique dans des conditions défavorables au virus : MOI faible ou cellules 
peu permissives à l’infection virale.  
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Abstract:  
The use of viruses haves shown promise in the treatment of cancers with high mortality rate and 
limited existing therapeutic solutions, such as colorectal, pancreatic and ovarian cancers. Virotherapy 
in the fight against cancer includes direct oncolysis and gene transfer therapy mediated by tumor-
selective viruses. Among the promising candidates for oncolytic virotherapy, myxoma virus (MYXV) 
has recently proved to selectively and productively infect human tumor cells, despite its absolute 
host species tropism to rabbits. In our study, we investigate the oncolytic capacities of two different 
MYXV strains in different human tumor cell lines in vitro. We show the ability of a MYXV cell culture-
attenuated vaccine strain to infect, productively replicate and kill human colorectal, pancreatic and 
ovarian adenocarcinoma cells, more efficiently than the wild type MYXV strain. In addition, we have 
generated a myxoma virus that expresses the highly potent FCU1 suicide gene derived from the yeast 
cytosine deaminase and uracil phosphoribosyl transferase genes. We describe the possibility to 
improve the oncolytic efficacy of MYXV in drastic conditions, such as low multiplicity of infection or 
little cell permissiveness with this molecular chemotherapy. In conclusion, we show that the 
oncolytic attenuated vaccine strain of MYXV combined with FCU1 suicide gene could represent a new 
attractive therapeutic option against human cancers.  
  
Keywords:  
Oncolytic virotherapy; Myxoma Virus; vaccine strain; suicide gene FCU1 
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Introduction 
 
Cancer is second to heart diseases in the leading causes of death in Europe and in the world. 
Colorectal, pancreatic and ovarian cancers represent difficult diagnoses and gloomy prognoses in 
human, with high mortality rate around the world. Therapeutic solutions are limited. Only early 
surgery can offer hopes of cure. 
In the fight against cancer, viruses are being widely investigated for their natural or 
genetically engineered ability to specifically target and kill cancer cells, while not affecting non 
transformed cells. They are also interesting for their capacity to efficiently deliver a transgene, 
allowing specific molecular chemotherapy. As our understanding of the virus-cell interaction 
increases, a growing number of candidate viruses are discovered and investigated in cancer fight, 
opening the field of this promising approach. Among the candidates for virotherapy, poxviruses are 
large double stranded DNA viruses which offer many plusses as oncolytic and recombinant vectors 
now considered for treating cancer.
1
 Since poxviruses replicate exclusively in the cytoplasm of 
infected host cells, they offer a high degree of safety and the large size of their DNA offers unlimited 
possibilities for genetic engeneering.  Moreover, they are useful as oncolytic vectors, since their quick 
and efficient replication is associated with a strong lytic activity.  
Among these poxviruses, myxoma virus (MYXV), the agent of myxomatosis, is an attractive 
candidate for oncolytic strategies. Indeed, this virus only infects leporidae and induces a fatal disease 
in the European rabbit, Oryctalagus cuniculus,
2
 and has proved to be non pathogenic in all other 
vertebrate species, including humans.
3-7
 Besides, the problem of rapid virus elimination resulting 
from preexisting antiviral immunity is avoided. Despite this strict host range and lack of replication in 
many normal primary cells,
8-11
 it has been demonstrated that MYXV productively infects a variety of 
human cancer cell lines
12
 and is oncolytic for human pancreatic adenocarcinoma cell lines
13
 in vitro. It 
also has a significant antitumor activity against experimental human gliomas
14
, medulloblastomas
15
 
and rhabdoid tumors
16
 in immunocompromised mice models (reviewed by Stanford and McFadden). 
17
  
Poxvirus tropism at cellular level seems to be regulated by intracellular events downstream 
virus binding and entry, rather than at the level of specific host receptors as it is the case for many 
other viruses.
3
 Several host cell signaling pathway alterations have been implicated in permissiveness 
to MYXV infection. For example, it has been shown that productive infection of transformed human 
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cells requires constitutive activation of Akt and that high intracellular levels of phosphorylated Akt 
predict permissiveness to MYXV infection.
19
 Besides, the interferon pathway seems to play a key role 
in infection of MYXV, since a disrupted interferon pathway is required for successful infection in 
murine and human normal primary fibroblasts.
8,9,18
 As intracellular signaling pathways are often 
deregulated in tumoral cells, inactivation of MYXV genes interacting with host cell response could 
optimize viral selectivity for tumoral cells. 
In addition, the oncolytic capacities of MYXV can be combined with specific molecular 
chemotherapy. Indeed, cancer cells are specifically made sensitive to chemotherapy since oncolytic 
vector express a suicide gene in the target infected cancer cells in order to achieve high therapeutic 
efficacy while limiting unwanted systemic side effects. This suicide gene strategy, using FCU1 gene 
transfer mediated by Adenovirus (AdV) or Modified Ankara Virus (MVA) with concomitant exposure 
to the prodrug 5-FC, has proved to suppress tumor growth both in vitro and in vivo.
20,21
 Recently, 
intratumoral and systemic injection of oncolytic thymidine kinase gene-deleted vaccinia virus (VACV) 
encoding FCU1 appeared to be efficient on colorectal tumor and distant metastasis in nude mice.
22
 
The FCU1 gene encodes a bi-functional chimeric protein that synergistically combines the enzymatic 
activities of cytosine deaminase (CDase) and uracil phosphoribosyltransferase (UPRTase) and 
efficiently catalyses the direct conversion of a non toxic prodrug (5-FC) into the toxic metabolites 5-
fluorouracil (5-FU) and 5-fluorouridine monophosphate (5-FUMP). The toxic products 5-FU and 5-
FUMP interfere with DNA and RNA metabolisms in the proliferating tumor cell, thereby triggering 
their death. Furthermore, this strategy generates a bystander effect, since 5-FU generated in the 
transduced cells is able to diffuse into the surrounding non transduced cells of the tumor mass.
20,21
  
With a view to using myxoma virus as an oncolytic vector against colorectal, pancreatic and 
ovarian human cancer, our current study investigates the oncolytic capacities of a wild type strain 
(T1-MYXV) and a vaccine strain (SG-MYXV) of MYXV in vitro. The French SG33 vaccine strain is a cell 
culture-attenuated strain with a large deletion at the right end of its genome, including several genes 
encoding factors of pathogenicity
23,24
 (as Serp-2
25
, Serp-3
26
, MV-LAP
27
, M156R
28
). Because the vaccine 
strain of MYXV is non pathogenic in vivo in rabbits, it represents a safer alternative to wild type MYXV 
as an oncolytic therapeutic, should the virus come into contact with susceptible rabbits. Here, we 
demonstrate the superiority of the SG-MYXV strain in infection, replication and cell killing of several 
human tumor cell lines. In addition, we show the possibility to improve the oncolytic efficacy of 
MYXV at low multiplicity of infection and in poorly permissive cells with a suicide gene strategy. 
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Materials and methods 
Cell culture and medium 
Rabbit kidney cells (RK-13, ATCC CCL-37) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; 
Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS). Except for Caco-2 
and Capan-2 cells, all human tumoral cell lines are from the NCI-60 reference collection. Human 
colorectal adenocarcinoma cells, HCT-116 (ATCC CCL-247), human pancreatic adenocarcinoma cells, 
PANC-1 (ATCC CRL-1469) and Capan-2 (HTB-80), and human ovarian adenocarcinoma cells, SK-OV-3 
(ATCC HTB-77) and OV-CAR-5, were provided by ONCOTEST (Freiburg, Germany) and were grown in 
RPMI medium (Invitrogen) supplemented with 10% FCS. Only colorectal adenocarcinoma cells, Caco2 
(ATCC HTB-37), were grown in DMEM supplemented with 20% FCS. All culture media were 
supplemented with 100 units/ml penicillin and 100µg/ml streptomycin (Invitrogen) and cells were 
grown at 37°C in 5% CO2.  
 
Viruses and recombinant SG-FCU1 production 
The two strains investigated in these studies are the wild type T1 strain of MYXV (T1-MYXV) derived 
from the Lausanne strain (sequence published by Cameron et al)
29
 and isolated in Toulouse in 1952, 
and the cell culture-attenuated vaccine strain SG33 (SG-MYXV), that have a large deletion at the right 
end of its genome.
23
  
In order to produce the recombinant SG-MYXV expressing FCU1 gene product (SG-FCU1), a transfer 
plasmid containing the FCU1 gene under control of the vaccinia virus (VACV) synthetic early/late 
p11k7.5 promoter and the coding sequence of green fluorescent protein under control of the 
vaccinia virus early/late p7.5 promoter, in opposite orientation, surrounded by portion of the MYXV 
TK gene, which allows homologous recombination into this locus, was engineered as follow:  the 
p7.5-gfp fragment was obtained by cloning the gfp gene from pEGFP-F (Clontech, Saint Germain en 
Laye, France) (digested by AgeI and HpaI) into the SmaI site of pBluescript SK (Stratagene, La Jolla, 
California, USA) and by inserting the p7.5 promoter from pRBgpt into the restriction sites BamHI and 
XbaI of pBluescript SK. The p7.5-gfp fragment was then cloned into EcoRV restriction site of tk gene 
of pGEMt-TK plasmid
30
 and the p11k7.5-fcu1 fragment, amplified with two phosphorylated primers 
from pTG17111 (kindly provided by Transgene SA, Illkirch-Graffenstaden, France) was inserted next 
to p7.5. A transfer plasmid with two fragments in opposite orientation were selected and sequenced. 
The generation of recombinant MYXVs was performed as previously described.
31
 Briefly, RK-13 cells 
were infected with SG-MYXV (at MOI of 0.03-0.04) incubated at 37°C for 2 h, then transfected with 
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the recombinant shuttle plasmid (10 µg) in presence of lipofectamine (20 µg). The cells were 
incubated for 48 h at 37°C. The TK-inactivated recombinants were then selected on TK-deficient RK-
13 cells in selection medium containing 5-bromo-2’-deoxyuridine at a final concentration of 150 
µg/ml (Sigma). Green gfp positive plaques were isolated and screened for FCU1 presence by PCR and 
RT-PCR. Final SG tk::fcu1-gfp recombinants were amplified on RK-13 cells and titrated on RK-13 cells 
by plaque assay.  
 
Virus replication and CPE determination  
For analysis of viral replication under multistep condition, confluent monolayers in six-well-tissue 
culture dishes were infected at a multiplicity of infection (MOI) of 0.05 using a total of 6.10
4
 foci 
forming units (FFU) in 1ml medium containing 5% FCS. After 90 min at 37°C, cells were washed three 
times with medium without FCS and incubated with fresh 5% FCS medium at 37°C. Cells and 
supernatant were harvested at 0, 24h, 48h and 72h post infection. For single step growth curves, 
cells were infected with an MOI of 3. After adsorption phase of 90 minutes at 4°C, inoculums 
(containing 30mM Hepes) were removed and cells were washed three times with medium before 
incubation at 37°C, 5% CO2. At each point of interest (0, 4, 12, 24 and 48 hours post infection), cells 
were frozen. To release virus from infected cells, each sample was subjected to three freeze-thaw 
cycles before titration. Each lysate was titrated by plaque assay on RK-13 cells. In order to investigate 
ability of both MYXV strains to induce CPE on human tumor cells, confluent monolayers were 
infected at an MOI of 5 as described and incubated at 37°C, 5% CO2. 
 
Cytotoxicity assay 
To assess the capacity of MYXV strains to kill tumoral cells, cells were plated in ninety six well culture 
plaques. At cell confluence, they were infected with the different strains of MYXV at MOI of 0.5, 1, 
2.5 or 5. Cells were incubated at 37°C for 5 days (until complete lysis of permissive control RK-13 cells 
at an MOI of 5) and the percentage of viable cells was measured by neutral red adsorption. Briefly, 
supernatants were removed and cells were incubated with MEME (minimal essential Eagle’s 
medium) supplemented with NaHCO3 (0,035%), Hepes (25 mM) and neutral red (3%) for 4 hours at 
37°C and 5% CO2. Then neutral red solution was removed, cells washed three times and incubated in 
absolute ethanol, in order to measure the optic density (OD) (450 nm) of neutral red release by 
viable cells. Results are expressed in percentage of viability as the ratio between the mean of OD in 
infected cells versus the mean of OD in non infected cells.  
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For each condition, eight OD values were determined (on different wells) and each experiment was 
done three times independently. Statistical difference between the two treatments (T1-MYXV 
infection versus SG-MYXV infection) was analysed with a Student’s t-test on these data. 
 
Enzymatic assay 
CDase and UPRTase activities in Capan-2 cells were determined using 5-FC and 5-FU as substrates. 
Capan-2 human tumor cells (5 x 10
6
 cells) were infected with SG-MYXV and SG-FCU1 vectors at a MOI 
of 0.1 and 0.5. Four days later, enzymatic assays in cell lysate were determined as previously 
described
22
. 5-FC, 5-FU and 5-FUMP were separated isocratically using HPLC (supelcosil LC-18-S 
column and UV detection at 260 nm and 280 nm). For CDase activity, the mobile phase was 50 mM 
phosphoric acid adjust to pH 2.1 with ammonium hydroxide. For UPRTase activity, the mobile phase 
was 20 mM KH2PO4, 5mM tetrabutylammonium sulfate, 5% methanol adjusted to pH5 with 
potassium hydroxyde. 
 
In vitro cell sensitivity to 5-FC  
Human tumor cells were transduced in suspension by the MYXV recombinant at MOI of 0.1. A total 
of 2.10
5
 transduced cells per well were incubated in six-well culture dishes in 2 ml medium containing 
various concentration of 5-FC. Cells were incubated at 37°C for 7 days, and the viable cells were 
counted by trypan blue exclusion. Results are expressed as the ratio between the number of viable 
cells in plates containing the drug versus the number of viable cells in the corresponding drug-free 
controls.   
 
Results 
The vaccine strain of MYXV replicates more efficiently in human tumor cells than the wild type strain  
Six different human cancer cell lines, representing colorectal, pancreatic and ovarian human tumor 
types, were tested and compared to the permissive rabbit cells (RK-13) for their susceptibility to 
infection with wild type and vaccine strains of myxoma virus under multistep growth conditions. The 
cell lines were infected at multiplicity of infection (MOI) of 0.05 and the viral replication was assessed 
by titration on RK-13 cells, at 0, 24, 48 and 72 hours after infection. Under multistep growth 
conditions, replication yield is similar for the two strains at 72 h post infection in the rabbit 
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permissive cell line (RK-13) (figure 1). The same observation can be made in several human tumor 
cell lines, such as colorectal adenocarcinoma Caco-2 cells, pancreatic tumoral Capan-2 cells, and the 
two ovarian tumoral cell lines, SK-OV-3 and OV-CAR-5. As summarized in table 1 and according to 
Carroll and Moss’ definition of permissiveness,
32
 these tumor cell lines seem to be semi-permissive to 
both MYXV strains. Nevertheless, colorectal adenocarcinoma HCT-116 cells and pancreatic tumoral 
PANC-1 cells give different results. Although they seem poorly or not permissive to T1-MYXV (table 
1), the graphs show a virus yield increase superior to one order of magnitude after infection with SG-
MYXV. The HCT-116 cells even appear to be fully permissive to SG-MYXV. The vaccine strain 
propagation is clearly facilitated compared to T1-MYXV in these two cell lines.   
To further investigate the replication ability of T1-MYXV and SG-MYXV in the different human 
tumoral cell lines and to evaluate the level of virus production under one-step condition, the virus 
yield was determined following infections at an MOI of 3. Considering that one viral replication cycle 
lasts approximately 16 hours,
33
 the infectious viral production was investigated for about three viral 
cycles and viral progeny was measured at 0, 4, 12, 24 and 48 hours after infection in synchronized 
conditions (adsorption phase at 4°C). Except for the T1-MYXV strain in HCT-116 cells, both MYXV 
strains are able to replicate in every human cell lines but to different extents compared to the 
permissive control (figure 2). These differences are illustrated by replication rate after 48 h of 
infection in table 1. While T1-MYXV yield in RK-13 cells is about two orders of magnitude higher after 
48 h of infection, only a slight increase of half an order of magnitude can be observed in all human 
tumoral cells. In two out of these five cell lines, Caco-2 and OV-CAR-5 cells, the virus replication is 
markedly superior for SG-MYXV strain compared to T1-MYXV and is almost the same as in RK-13 
permissive cells since it increases by about one and a half orders of magnitude after 48 h of infection. 
In HCT-116 cells, the lack of T1-MYXV multiplication under multistep condition was confirmed in 
synchronized infections by the low replication rate. On the contrary, higher yields of SG-MYXV strain 
can be obtained in this colorectal tumor cell line, similar to those obtained in Caco-2 and OV-CAR-5 
cells (one and a half orders of magnitude increase 48 h post infection). Whatever the difference in 
replication rate, the general tendency observed in single step graphs (figure 2) shows that replication 
curves of SG-MYXV are always superior to T1-MYXV ones in all cell lines tested.  
 
SG-MYXV induces significantly more cell lysis of human tumor cells than T1-MYXV 
 In order to investigate the cytopathic effect (CPE) induced by the two MYXV strains, the different cell 
lines were infected at an MOI of 5 and observed 72 hours after infection. The ability of T1-MYXV and 
SG-MYXV strains to induce or not CPE on human tumor cells was determined on the basis of 
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phenotypic modifications on cultured monolayer cell, either focal cytopathic plaques or global cell 
detachment, in comparison to the non infected control (table 2). The T1-MYXV strain induces CPE 
only in two human tumor cells out of six, namely SK-OV-3 and OV-CAR-5 cells, whereas SG-MYXV 
strain is able to produce CPE in all human tumor cells except Capan-2 cells.  
For further investigations, cell killing capacities of T1-MYXV and SG-MYXV were compared five days 
after infection at MOI of 5 in human tumor cells (figure 3). Percentage of cell survival was assessed 
by comparing cell viability in non infected cells to cell viability in infected cells with a neutral red 
assay. Although some CPE were observed in OV-CAR-5 cells 72 h post infection, the cell viability is 
little impaired five days post infection at this MOI whatever the MYXV strain used for infection. On 
the contrary, survival rates on Capan-2 cells are in accordance with previous results, since viability of 
these tumor cells is not reduced after infection with any of the MYXV strains (table 2). In all other 
tumor cell lines but HCT-116 cells, cell lysis from 30% (Panc-1) to 50% (SK-OV-3) can be observed 
after T1-MYXV infection. The most striking phenomenon to observe in figure 3 is the significant 
decrease (of statistical relevance) in cell survival induced by the vaccine strain infection compared to 
wild type strain infection in the four tumor cell lines (HCT-116, Caco-2, PANC-1 and SK-OV-3).  
These results make the vaccine strain of MYXV an interesting oncolytic vector (OV) against human 
tumor cells, even more than the wild type strain which has already been shown to be an attractive 
candidate for oncolytic virotherapy.
17
 As previously established, effective oncolysis of tumor cells by 
Lausanne strain of MYXV can occur in dose dependant manner in vitro
13
 and in vivo;
34
 hence, our 
decision to explore the behavior of vaccine strain SG-MYXV at lower MOI in the four tumor cell lines 
(HCT-116, PANC-1, Caco-2 and SK-OV-3 cells) previously found sensitive at MOI of 5. Figure 4 
demonstrates a clear correlation of cell death with MOI in all cell lines tested, even though virus-
induced oncolysis remains strong in tumor cells at MOI as low as 0.5. Remarkably, the lysis of SK-OV-
3 cells after infection with SG-MYXV at the lowest MOI (0.5) is still superior to T1-MYXV effect at MOI 
5 (figure 3), meaning that SG-MYXV killing efficacy in these cells is ten times as high as T1-MYXV 
efficacy. Survival of HCT-116, Caco-2 and PANC-1 cells at MOI 2.5 remains low (between 20% and 
50%), whereas at the lowest MOI, the lytic effect of SG-MYXV appears to be more limited (survival 
percentage around 70%).  
 
Arming of SG-MYXV strain enhances sensitivity of human tumor cells at low MOI 
Since the virus could be diluted after administration and the quantity of effective oncolytic vector 
reduced at the tumor site, we tried to find a way to counterbalance this loss of activity at low MOI. 
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To that aim, SG-MYXV was armed with a therapeutic gene for combination with a non toxic 
chemotherapy. The highly potent suicide yeast FCU1 gene was introduced in viral thymidine kinase 
(tk) gene of SG-MYXV under the control of the synthetic p11k7.5 promoter which previously showed 
abilities to drive the highest levels of FCU1.
21
 This suicide gene encodes a bi-functional chimeric 
protein that enables the conversion of a non-toxic molecule (5-fluorocytosine) into toxic compounds 
(5-fluorouracil and 5-fluorouridine monophosphate), and significantly enhances mortality of tumor 
cells infected by replicating or non replicating pox viruses.
21,22
  
In order to validate the suicide gene expressing vector construction, the functionality of the FCU1 
fusion gene in SG-FCU1 was tested by usual enzymatic assays.
21,22
 The Capan-2 human tumor cells 
were infected with SG-MYXV and SG-FCU1 at MOI of 0.1 and 0.5 and the specific CDase and UPRTase 
enzyme activities were determined four days later, as described in Materials and methods. As 
presented in table 3, an MOI-dependant CDase and UPRTase activity was found in cells infected with 
SG-FCU1 while no CDase and no endogenous UPRTase activity was detectable in mock-infected or in 
MYXV-null-infected cells. These results confirm the capacity of the recombinant SG-FCU1 vector to 
express transgenic proteins that are fully functional and to convert 5-FC prodrug into 5-FU and 5-
FUMP toxic compounds, even in little permissive human tumor Capan-2 cells and at low MOI.   
 In order to verify whether SG-MYXV mediated FCU1 gene expression in the cells conferred sensitivity 
to 5-FC, as previously described,
21
 three different tumor cells (HCT-116 cells, SK-OV-3 cells and 
Capan-2 cells) were infected with SG-FCU1 at MOI of 0.1 and then exposed to 5-FC at various 
concentrations for seven subsequent days. Despite the lack of direct oncolysis after infection with 
SG-FCU1 at this MOI (as previously observed), cell survival is decreased in relation with the 5-FC dose 
applied (figure 5). More precisely, infection of HCT-116 cells, SK-OV-3 cells and Capan-2 cells followed 
by 5-FC treatment results in 50% reduction of cell survival at dose 1 µM of 5-FC and 100% mortality 
at dose 100 µM. Moreover, not sensitive to MYXV infection Capan-2 cells become sensitive to 5-FC in 
the same extent to the HCT-116 and SK-OV-3 cells which are sensitive to infection. At MOI of 0.1, 
percentage of infected cells, corresponding to GFP-positive cells, is about 10%, as determined by 
fluorocytometry at 24 h post infection (data not shown). Given this relatively weak infection 
efficiency, it seems obvious that a bystander effect mediated by 5-FC/FCU1 system is involved in the 
efficient tumor cell mortality occuring under these treatment conditions.    
Taken together, these in vitro assays confirm that selective and effective chemotherapy mediated by 
suicide gene FCU1 can counterbalance the loss of activity of SG-MYXV at low MOI in sensitive cells 
(such as HCT-116 or SK-OV-3) and the lack of oncolytic activity in non sensitive cells (such as Capan-
2).  
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Discussion  
Colorectal, pancreatic and ovarian cancers are among the most common and lethal disease in 
human beings. The treatments available are not satisfactory and the dismal outcome associated with 
these diseases has led to active investigation for novel therapy. Oncolytic viruses have already been 
approached as potential agents against these human cancers. Indeed, many of the cellular 
modifications that characterize transformed cells, such as deregulation of cell cycle control, 
resistance to apoptosis and immune evasion, are also optimal conditions for successful viral infection 
and replication. Moreover viruses encode viral factors that adapt the cell for viral replication by 
interacting with cellular host pathways. Inactivation of such genes greatly reduces the ability of the 
virus to productively replicate in most normal cells.
35 
For instance, oncolytic capacities of vaccinia 
virus can thereby be optimized by inactivation of two genes coding for viral growth regulatory 
proteins, Thymidine Kinase (TK) and Vaccinia Growth Factor (VGF).
36
 It is also true for OV inactivated 
on anti-apoptotic genes.
37
 Over the last five years Myxoma virus has appeared to be a new potential 
candidate for oncolytic strategy to fight against cancer in human beings. Despite its host range 
restricted to Leporidae, MYXV has demonstrated effective oncolytic ability in vitro and in vivo, 
especially in murine models with neural and rhabdoïd human tumor xenografts.
14-16
 
Thanks to our current study the oncolytic activity of myxoma virus against human colorectal 
and ovarian tumor cells has been investigated for the first time, and the data obtained with the 
MYXV Lausanne strain upon human pancreatic cancers in a previous study
13
 has been completed. We 
have shown the capacity of two MYXV strains to infect, replicate and kill tumor cells from human 
colorectal, pancreatic and ovarian cancers. Different levels of permissiveness and sensitivity were 
found in the different cell lines tested, which were not correlated to cancer tissue origin or cell type, 
as previously pointed out.
12
 In some rare cases (namely ovarian OV-CAR-5 cells and in a lesser extent 
pancreatic Capan-2 cells), tumor cells which seemed to be permissive to MYXV infection (figure 1) 
were not killed by the virus at the MOI used (MOI of 5) (figure 3). The use of higher MOI and/or 
longer incubation time was investigated elsewhere
12
 and would have probably resulted in virus-
induced cytolysis in these cell lines. But such experimental conditions seem irrelevant for clinical 
applications. As viral oncolysis is dependent on the MOI used,
13
 we have demonstrated that cell 
mortality induced by the virus decreases with the MOI and that cell death can no longer be seen at 
MOI of 0.1. However, the minimal MOI allowing 50% of cell lysis is very variable (from less than 0.5 to 
2.5), depending on the viral strain and with no correlation to cancer tissue origin.  
In order to counterbalance the loss of viral activity in vitro against tumor cells at low MOI and 
in poorly sensitive cells, the virus was armed with the highly potent suicide FCU1 gene.
21
 As infection 
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and lysis of 100% cells in a tumor is difficult to achieve in vivo using OV alone, OV are often armed 
with enzyme-prodrug systems which are capable of exerting strong bystander effect and which may 
enhance the oncolytic efficacy of the virus therapy by eliminating uninfected tumor cells. In contrast 
to the TK/GCV system, the CDase/UPRTase/5-FC system may confer a stronger bystander activity 
that is independent of intercellular junctions. The choice of tk gene site to insert FCU1 gene was 
made on the basis of previous results obtained with VACV inactivated for this viral growth regulatory 
factor, which showed decreased pathogenicity compared to wild type virus, with preserved 
replication in tumor cells.
38
 Inactivation of tk gene of MYXV was previously checked for cell killing and 
did not affect viral oncolytic activity in vitro (data not shown). Infection with MYXV-FCU1 at low MOI 
(0.1) concomitant with 5-FC administration showed strong cell killing effect in all cell lines tested in 
vitro, even in cell lines found non sensitive to MYXV-mediated oncolysis. Considering the low 
infection rate observed at MOI of 0.1, this killing effect is related to the strong bystander activity of 
the CDase/UPRTase/5-FC system, as previously described with adenovirus, MVA and VACV vectors.
20-
22 
This is distinct from other prodrug systems which rely on gap junctions for cell-to-cell transfer of 
the active drug.
39,40
 
Our results reveal the superiority of the SG33 vaccine strain of MYXV (SG-MYXV) in terms of 
replication and cell killing in every tumoral cell lines considered, compared to the T1 wild type (T1-
MYXV) strain. Significant cell lysis can be observed at MOI as low as 0.5 in some cases (70% of cell 
mortality in human tumor ovarian SK-OV-3 cells). The molecular basis of the improved capacity of the 
SG-MYXV strain remains to be explored. Indeed, the genome of this vaccine strain is 15 kb smaller 
than the Lausanne strain genome (complete sequence published in 1999 by Cameron et al)
29
 and a 
large part of its right end genome is missing (sequence analysis still ongoing). In this region, two 
genes are coding for Serp-2 and Serp-3 virulence factors that belong to the Serpin superfamily, 
known for their anti-inflammatory and anti-apoptotic properties.
26,25
 Another gene, M156R, codes 
for the homologue of the well studied VACV K3L, and was shown to be a structural analog of 
Eukaryotic Translation Initiation Factor eIF2α
28
, which could thereby interfere with the cellular 
antiviral response. In addition to this large deletion, the M083L gene, sharing homology with VACV 
D8L and O. cuniculus carbonic anhydrase I encoding genes, codes for a protein with a five-amino-acid 
(aa) deletion on its C-terminal part. The mature virion (MV) membrane D8L protein of VACV was 
reported to bind to cellular chondroitin sulfate, playing a role in virus attachment to host cells.
41
 
Interestingly, in all tumor cell lines infected in synchronized conditions (4°C, MOI 3), we could 
observe the higher adsorption rate of SG-MYXV compared to T1-MYXV, whatever cell line considered 
(see figure 2, T0 of infection). Taken together, these observations raise the question of the role of the 
five-aa-deletion present on the M083L protein of SG-MYXV. Nevertheless, poxvirus tropism at 
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cellular level is generally regulated by intracellular events downstream virus binding and entry.
3
 
Indeed currently known cellular determinants that are required for a poxvirus to bind and initiate 
virus-host membrane fusion are ubiquitous surface elements, such as glycosaminoglycans or 
extramatrix components. Finally, mutant viruses individually inactivated on serp-2 and serp-3 genes 
were tested for cell killing capacities on human tumor cell lines and no significant difference could be 
noticed compared to the original T1-MYXV strain (not shown). The ∆M156R mutant virus remains to 
be tested, but other genetic modifications or synergic effect of different genetic modifications might 
still be involved in oncolytic characteristics of SG33 vaccine strain of MYXV.  
In summary, this study demonstrates for the first time the superiority of an attenuated 
vaccine strain of MYXV in terms of in vitro replication and cell lysis in several human tumoral cells 
from three distinct organs. The molecular basis of this improved oncolytic activity remains to be 
explored. To our knowledge, this is also the first combined antitumoral approach using MYXV as an 
oncolytic vector for a suicide gene therapy. Our next step will be to investigate the SG-MYXV anti-
tumoral effect, combined or not with FCU1 strategy, in tumor-bearing nude mice model.  
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Figure legends 
Figure 1: Multi step growth curves of T1-MYXV and SG-MYXV infection in human tumoral cell lines. 
Two colorectal adenocarcinoma cell lines (HCT-116, Caco-2), two pancreatic adenocarcinoma cell 
lines (PANC-1, Capan-2), two ovarian adenocarcinoma cell lines (SK-OV-3, OV-CAR-5) and permissive 
rabbit cell line (RK-13) were infected with T1-MYXV (solid line) and SG-MYXV (dashed line) strains at 
MOI of 0.05. At 0, 24, 48, 72 hours post infection, medium and cells were harvested together and 
virus yield were determined by titration on RK-13 cells. Values are represented as mean +/- standard 
error to the mean (SEM) of two independent determinations. 
Figure 2: Synchronous infection of selected cell lines by T1-MYXV and SG-MYXV strains. The different 
human tumoral cells and the rabbit cells were infected with wild type T1-MYXV strain (solid line) and 
vaccine SG-MYXV strain (dashed line) at MOI of 3. After 90 minutes of adsorption at 4°C, cell cultures 
were washed three times and incubated at 37°C. Viral replication was then assessed by titration of 
infectious progeny at different times post infection (0h, 4h, 12h, 24h and 48h). Titers at each point 
represents the mean focus forming units +/- SEM from duplicate wells titrated independently.  
Figure 3: Cell survival after infection with wild type and vaccine strain of MYXV. Cell viability was 
measured with neutral red assay after infection with T1-MYXV strain (shaded bars) and SG-MYXV 
strain (filled bars) at MOI of 5. Reading was done five days post infection at complete lysis of 
permissive RK-13 cells. Significant differences in percentage of cell survival are pointed out (* p<0.05, 
student test). Results are the mean of three independent experiments and are shown as means +/- 
SEM. 
Figure 4: Evolution of cell killing after infection with vaccine strain of MYXV at different MOI. As 
previously done, cell viability was measured with neutral red assay after infection SG-MYXV strain, 
but at different MOI (0.5 to 5). Reading was done five days post infection at complete lysis of 
permissive RK-13 cells. Results are the mean of three independent experiments and are shown as 
means +/- SEM.  
Figure 5: In vitro sensitivity of MYXV-transduced human colorectal, pancreatic and ovarian tumor 
cells to 5-FC. Tumoral HCT-116 cells (A), SK-OV-3 cells (B) and Capan-2 cells (C) transduced at MOI of 
0.1 with SG-FCU1 were exposed to various concentrations of 5-FC and cell survival was measured 7 
days later. Results are expressed as the percentage of surviving cells in the presence and the absence 
of the drug. Values are represented as means ± SEM of three independent experiments.   
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Table 1  
Cell lines ATCC code species Cell type Multiplication 
a
  Replication rate 
b
  
    T1 SG  T1 SG 
RK-13 CCL-37 Rabbit  Kidney epithelium 168.3  (P) 196.7  (P)  1,7 2 
HCT-116 CCL-247 Human  Colorectal adenocarcinoma  <1.0  (NP) 50.0  (P)  0,06 1,2 
Caco-2 HTB-37 Human Colorectal adenocarcinoma  12.1  (SP) 10.0  (SP)  0,5 1,5 
PANC-1 CRL-1469 Human Pancreatic adenocarcinoma  0.7  (NP) 9.5  (SP)  0,5 0,6 
Capan-2 HTB-80 Human Pancreatic adenocarcinoma  1.2  (SP) 3.1  (SP)  0,6 0,7 
SK-OV-3 HTB-77 Human Ovarian adenocarcinoma  6.5  (SP) 12.0  (SP)  0,5 0,75 
OV-CAR-5  Human Ovarian adenocarcinoma  2.1  (SP) 5.0  (SP)  0,6 1,4 
 
a 
Viral multiplication: determined by dividing the virus yield at 72 h by the input titer of 3 x 10
4
 FFU. Letters in parentheses refer to permissive (P), semipermissive (SP), and 
non permissive (NP) for virus replication: NP, <1-fold increase; SP, 1- to 25-fold increase; P, >25-fold increase (Carroll and Moss, Virology, 1997).  
b
 Replication rate in synchronized infection: increase in virus titer, determined by dividing the virus yield after 48 hours post infection by the virus rate after adsorption 
phase at 4°C.  
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Table 2  
Cell lines ATCC code species Cell type CPE 
a
  Sensitivity to MYXV 
b
  
    T1       SG      T1 SG 
RK-13 CCL-37 Rabbit  Kidney epithelium + +  +++ +++ 
HCT-116 CCL-247 Human  Colorectal adenocarcinoma  - +  + +++ 
Caco-2 HTB-37 Human Colorectal adenocarcinoma  - +  + +++ 
PANC-1 CRL-1469 Human Pancreatic adenocarcinoma  - +  + +++ 
Capan-2 HTB-80 Human Pancreatic adenocarcinoma  - -  0 + 
SK-OV-3 HTB-77 Human Ovarian adenocarcinoma  + +  ++ +++ 
OV-CAR-5  Human Ovarian adenocarcinoma  + +  + + 
 
a 
CPE: cultured cell modifications observed in infected cells compared to control cell layers, either focal cytopathic phenotype or global cell detachment. 
b 
Sensitivity to MYXV infection: (based on results of % of viability obtained with T1-MYXV and SG-MYXV at MOI 5 (figure 3) and relying on Woo et al (2008) definition) : +++ 
is > 75 % cell killing at days 5; ++ is 51% to 75%, and + is < 50%.  
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Table 3 Specific CDase and UPRTase activities in Capan-2 cell line 
Vector CDase activity UPRTase activity 
Mock ND ND 
SG-MYXV MOI 0.1 ND ND 
SG-MYXV MOI 0.5 ND ND 
SG-FCU1 MOI 0.1 7.62 ± 1.06 4.41 ± 0.01 
SG-FCU1 MOI 0.5 24.46 ± 5.00 16.99 ± 0.03 
 
ND : Not detected; Mock: not infected 
CDase activity is expressed as the number of nmole of 5-FC deaminated per min per 5x10
6
 cells. 
UPRTase activity is expressed as the number of nmole of 5-FU phosphorylated per min per 5x10
6
 
cells. 
Each value represents the average of three independent experiments ± s.d. 
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Figure 5 
Etude expérimentale 
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c) Conclusion-discussion 
 
Notre étude a révélé les caractéristiques intéressantes de la souche SG33 en terme de multiplication 
et de lyse cellulaire, par rapport à la souche sauvage T1, dans les cellules d’adénocarcinome 
colorectal, pancréatique et ovarien humains in vitro. Cette souche, atténuée chez l’hôte naturel, est 
largement remaniée au niveau de son génome par rapport à la souche sauvage (151). Son 
séquençage réalisé récemment (n°accession GenBank GQ409969) a révélé que la quasi-totalité de la 
TIR droite ainsi que cinq autres gènes sont complètement ou partiellement délétés (figure 38).  
Parmi ces gènes, dont l’unique copie est inactive, les gènes M151R et M152R codent pour les 
facteurs de virulence de la superfamille des serpines, SERP-2 (193) et SERP-3 (210) respectivement. 
Le facteur SERP-2 est connu pour ses propriétés anti-apoptotiques et anti-inflammatoires (193). Le 
gène M153R code pour la protéine immunomodulatrice MV-LAP, connue pour déréguler les 
molécules du CMH-I et du CD4 à la surface des cellules infectées (215). Un autre gène, M156R, code 
pour l’homologue de la protéine K3L de VACV et peut inhiber la réponse antivirale grâce à son 
analogie structurale avec le facteur de transcription eucaryote eIF2-α (207). En plus de cette large 
délétion à l’extrémité génomique droite, le gène M083L présente une délétion de 5 aa sur sa 
séquence protéique. Peu de choses sont connues sur la protéine M083L bien qu’elle présente une 
forte homologie de séquence avec l’anhydrase carbonique I du lapin Oryctolagus cuniculus, ainsi 
qu’avec la protéine de surface D8L de VACV (151). La protéine D8L semble jouer un rôle dans les 
phases précoces d’entrée des IMV dans la cellule hôte en se liant aux chondroïtines sulfates présents 
à la surface cellulaire (157). Par ailleurs, il a été montré que la restitution des 2 résidus histidines 
manquant, sur les 3 résidus histidines de la poche catalytique, permettait de reconstituer l’activité 
anhydrase carbonique I de la protéine D8L (252). Cependant, aucun de ces résidus histidine 
importants n’est présent sur la séquence de la protéine M083L du MYXV et ils ne sont pas concernés 
par la délétion observée dans la séquence de la souche vaccinale.  
Pour le moment, aucune relation n’a pu être trouvée entre la supériorité oncolytique du MYXV-SG et 
ses caractéristiques génomiques, mais de nombreuses pistes restent à creuser quant aux rôles des 
différentes protéines inactivées. Etant donné que nous avons pu observer un nombre de virions 
adsorbés plus important après l’infection par le MYXV-SG, nous pouvons aussi nous demander quel 
pourrait être le lien éventuel entre la délétion présente sur la protéine M083L et cette capacité 
d’adsorption supérieure.  
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Figure 38 : Modifications génomiques de la souche vaccinale SG33 du MYXV 
La partie droite de la séquence du virus myxomateux (position 80 kpb à 160 kpb) publiée par 
Cameron et al (151) est représentée. Les remaniements génétiques observés sur la séquence de la 
souche vaccinale SG33 par rapport à la séquence de la souche sauvage sont indiqués en bleu. Le gène 
M083L code pour une protéine délétée de 5 aa. L’extrémité droite de la séquence (grossie dans un 
encart) présente une large délétion, allant du gène M151R au gène M001R. Parmi les gènes 
manquants qui ne font pas partie de la TIR (répétition inversée terminale), et dont il ne reste donc 
aucune copie sur le génome du MYXV-SG, les gènes M151R et M152R codent pour les serpines SERP-
2 et SERP-3, le gène M153R code la protéine immunomodulatrice MV-LAP, et le gène M156R code 
pour un analogue structural du facteur de transcription eIF2-α.        
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L’armement du MYXV-SG avec le gène suicide FCU1 a permis de compenser la diminution de l’effet 
lytique du virus à de faibles MOI ou dans les cellules peu permissives. Etant donné que la dilution de 
l’inoculum viral risque d’être couramment observé après l’administration des OV dans l’organisme, la 
combinaison de deux stratégies thérapeutiques (effet oncolytique et chimiothérapie moléculaire) 
peut s’avérer très importante pour l’élaboration d’un traitement optimal. De plus, l’effet bystander 
exercé par le système enzyme FCU1/prodrogue 5-FC, augmente la possibilité d’éliminer les cellules 
tumorales avoisinantes qui n’auraient pas été infectées par l’OV.  
Par ailleurs, l’ajout d’un gène suicide présente l’intérêt supplémentaire de contrôler indirectement la 
réplication virale dans l’organisme, limitant le risque de diffusion virale inattendue. En effet, les 
cellules infectées sont finalement détruites par les molécules toxiques produites grâce à l’enzyme 
exprimée par le vecteur, après ajout de prodrogue.       
 
 
II. Etude et optimisation du virus oncolytique in vivo 
 
A. Amélioration de l’apport du vecteur viral sur les sites tumoraux 
 
a) Introduction 
 
Un des problèmes majeurs rencontré par la virothérapie anti-tumorale à l’échelle de l’organisme 
reste l’élimination des virus par le SI avant qu’ils aient pu atteindre les sites tumoraux et exercer leur 
action. De même, il leur faut aussi rester suffisamment longtemps au sein de la tumeur de façon à 
permettre l’élimination complète des cellules tumorales.    
Une approche originale a été envisagée pour augmenter la demi-vie des virus oncolytiques in vivo, 
faciliter leur apport sur les sites tumoraux et minimiser le nombre de particules virales à administrer 
aux patients : ils ont été encapsulés dans une matrice de silice naturelle et biodégradable. La 
conservation des formulations de silice à 4°C présente un avantage supplémentaire, car elle est plus 
facile que le stockage du virus à -80°C et limite la perte de pouvoir infectieux liée aux 
congélations/décongélations successives.   
Une étude concernant cette approche appliquée à la libération contrôlée de différents AdV in vitro et 
in vivo a été publiée (253). Elle met en évidence la libération progressive des virus parallèlement à la 
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dégradation de la matrice in vitro, ainsi que la conservation du pouvoir infectieux dans cette 
formulation pendant plusieurs semaines à 37°C et pendant plusieurs mois à 4°C. Il a été montré in 
vivo la libération de virus fonctionnels à partir des implants, l’augmentation du temps de survie des 
souris avec des tumeurs pancréatiques orthotopiques et un retard dans le développement de la RI 
neutralisante.  
 
Nous avons comparé l’administration d’une souche de MYXV atténuée encapsulée dans une matrice 
de silice à l’infection avec la même souche sans silice chez l’hôte naturel. L’effet du conditionnement 
en silice sur la relation hôte-virus et sur les tissus au site d’inoculation, ainsi que la différence entre 
deux formulations d’âge différent ont été étudiés. En pratique, l’intégration des virus dans les 
matrices de silice a été réalisée par Delsitech Ltd (Turku, Finlande). Les titrages de la suspension 
virale in vitro, l’expérience in vivo et l’analyse des échantillons ont été faits dans notre laboratoire.  
 
b) Matériel et méthodes 
 
Virus 
La construction du virus atténué MYXV∆MNF, souche T1 du virus myxomateux avec le gène lacZ 
inséré dans le gène viral M150R, a été décrite précédemment (211). Le titre de l’inoculum initial 
avant encapsulation était de 2.10
7
 FFU (unités formant foyers)/ml. 
 
Encapsulation des virus 
L’encapsulation de la souche atténuée MYXV∆MNF a été réalisée par Delsitech SA selon deux 
formulations : implants solides ou suspensions injectables. Seules les suspensions injectables ont été 
testées dans l’étude, elles peuvent être solidifiées, de façon extemporanée, après ajout de deux 
solutions complémentaires. Deux suspensions injectables ont été testées en parallèle : une 
suspension dite ancienne (environ 1 an), préparée avec 33µl de solution virale dans 5 ml de matrice 
total, soit un titre final théorique de 1,3.10
6 
FFU/ml, et une suspension récente (moins de 1 mois), 
dans laquelle 50µl d’inoculum initial dans 15 ml de matrice total donne un titre final théorique de 
6,6.10
4
 FFU/ml.  
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Titrages des suspensions virales in vitro 
La dissolution complète des capsules de silice et la libération des virus in vitro ont été réalisées selon 
les instructions de Delsitech SA, soit en incubant 0.1 ml de suspension non solidifiée dans 30 ml de 
milieu de culture (DMEM) pendant 2 jours à 37°C, soit en incubant 0.1 ml de suspension 
préalablement solidifiée (par ajout des solutions d’aide) dans 80 ml de milieu de culture (DMEM) 
pendant 3 jours à 37°C. Les solutions virales obtenues ont ensuite été titrées par comptage de plages 
sur cellules RK-13.  
 
Détection des anticorps anti-MYXV par test ELISA 
Des tests ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) a été réalisé selon le protocole publié (254). 
Brièvement, des microplaques ont été tapissées avec du virus T1 semi-purifié (1µg/cupule), les Ac 
anti-MYXV présents dans les sérums prélevés ont ensuite été détectés, après lavages, avec un Ac 
anti-immunoglobuline de lapin conjugué à la phosphatase alcaline (Sigma) suivie d’une révélation à la 
solution substrat (p-nitrophényl-phosphate dans 10% de di-éthanolamine) (Sigma).   
 
Expérimentation in vivo 
Vingt lapins blancs « New-Zealand », mâles et âgés de 10 semaines, ont été fournis par l’élevage 
INRA de Langlade (France). Ils ont été répartis en 2 lots de 9 lapins plus 2 lapins témoins (figure 39). 
Les lapins du lot 1 ont reçu une administration au flanc droit de 50µl (équivalent à 6.10
4
 FFU) de la 
suspension injectable ancienne (07UD5) préalablement solidifiée en SC et au flanc gauche 
l’équivalent de suspension contrôle (sans virus, ctrlUD5). Les lapins du lot 2 ont été inoculés de 
manière similaire : à droite, 200µl (équivalent 10
4
 FFU) de suspension injectable récente (08UD5) en 
SC et à gauche, l’équivalent de ctrlUD5. Les 2 lapins témoins ont été inoculés au flanc droit avec 10
4
 
FFU, sous un volume de 200 µl, de virus non encapsulé (Ctrl-MYXV).  
L’état général des lapins et l’apparition de signes cliniques (myxomes primaires ou secondaires ou 
symptômes généraux) ont été surveillés tous les jours. Le sérum a été prélevé une fois par semaine, à 
J7, J14 et J21. Dans chaque lot, 3 lapins ont été sacrifiés chaque semaine par injection de 
barbiturique et de T61 (Distrivet). Un des deux lapins inoculés avec du MYXV∆MNF sans silice a été 
sacrifié à J14 et l’autre à la fin de l’expérience (J21). Lors de l’euthanasie, les zones d’injection ont été 
prélevées pour analyse histologique. 
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Figure 39 : Calendrier expérimental de l’injection de MYXV conditionné dans des matrices de silice 
chez le lapin européen  
A J0, les lapins ont été répartis en 2 lots de 9 lapins qui ont reçus sur le flanc gauche la solution de 
silice sans virus (Ctrl-Si ) et sur le flanc droit la suspension injectable ancienne 07UD5 (lot 1) ou 
récente 08UD5 (lot 2). Les deux lapins restants ont été inoculés sur le flanc droit avec le virus sans 
silice (Ctrl-MYXV). Par la suite, 3 lapins de chaque groupe ont été sacrifiés chaque semaine.  
 
 
 
              
 
 
 
J0 J7 J14 J21 
Euthanasie : 
3 lapins lot 1 
3 lapins lot 2 
Euthanasie : 
3 lapins lot 1 
3 lapins lot 2 
1 lapin ctrl-MYXV 
Euthanasie: 
3 lapins lot 1 
3 lapins lot 2 
1 lapin ctrl-MYXV 
Lot 1 : 07UD5 (9 lapins) 
Lot 2 : 08UD5 (9 lapins) 
+ 2 lapins : Ctrl-MYXV  
Ctrl-Si 
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c) Résultats 
 
(i) Titrages des virus in vitro   
 
De façon à déterminer les titres exacts des inocula viraux contenus dans les suspensions de silice, 
ainsi que pour vérifier la présence de virus infectieux dans les suspensions les plus anciennes, des 
dissolutions des matrices de silice suivies de titrages sur cellules RK-13 ont été entrepris. Les 
protocoles de dissolution employés étaient ceux conseillés par Delsitech SA. Les volumes nécessaires 
à la dissolution totale de la matrice de silice ainsi que les temps d’incubation étant relativement 
importants, le titre des virus inclus dans la silice n’a jamais pu être déterminé, malgré les différents 
protocoles testés. En effet, il est probable que les quantités virales récupérées après la dissolution 
soient en dessous du seuil de détection des méthodes classiques de titrage, cette difficulté ayant 
aussi été rencontrée par ailleurs (253). Il a cependant été possible de détecter de l’ADN viral par PCR 
(détection du gène TK) après extraction à partir du milieu de dissolution. De même, il a été possible 
de détecter des particules virales infectieuses en mettant les suspensions de silice à dissoudre 
directement dans le milieu de culture d’un grand nombre de cellules RK-13 (> 5.10
7
), puis titrage du 
lysat cellulaire récupéré après incubation.   
Par conséquent, il y a bien du virus infectieux dans les différentes suspensions injectables de silice 
utilisées, mais il n’a pas été possible de quantifier de façon précise ce virus. Pour l’infection des 
lapins, les quantités de formulations virales en silice à injecter ont été déterminées par rapport au 
titre théorique des suspensions injectables.   
 
(ii) Etude chez le lapin  
 
L’observation des signes cliniques et lésionnels dans les différents groupes de lapin a permis de 
comparer l’évolution du tableau clinique avec les virus en silice par rapport au virus MYXV∆MNF, 
dont la pathogénie est connue (211). Le tableau 10 présente un résumé de ces observations.  
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Jour post 
inoculation 
Formulation 
inoculée 
Myxomes primaires 
(site d’inoculation) 
Myxomes 
secondaires 
(oreilles et face) 
Signes respiratoires 
J7 
07UD5 4/9 
(<4mm)
 0/9  
08UD5 3/9 
(<4mm)
 0/9  
Ctrl-MYXV 2/2 
(jusqu’à 7mm)
 0/2 Légère blépharite et 
gêne respiratoire  
J14 
07UD5 3/6 
(≈1cm)
 1/6 
(3, crouteux)
  
08UD5 4/6 
(0.5-1cm)
 3/6 
(1-3, crouteux)
  
Ctrl-MYXV 2/2 
(0.5-1cm)
 2/2 
(1-3, ulcéreux)
  
J18 
07UD5 2/3 
(≈1cm)
 2/3 
(3-9)
   
08UD5 3/3 
(0.5-1cm)
 3/3 
(1-3)
  1 lapin avec difficultés 
respiratoires et jetage 
muqueux  
Ctrl-MYXV 1/1 
(0.5cm)
 1/1 
(1)
  
J21 
07UD5 2/3 
(≈1cm)
 2/3 
(3-9)
  
08UD5 3/3 
(0.5-1cm)
 3/3 
(1-3)
 1 lapin avec rhinite 
Ctrl-MYXV 0/1  1/1 
(1, petit)
  
 
Tableau 10 : Suivi clinique des lapins inoculés avec les virus encapsulés dans une matrice de silice  
 Les lapins ont été inoculés avec des suspensions injectables de silice récente (08UD5) ou ancienne 
(07UD5) ou encore avec du virus sans silice (ctrl-MYXV). Aux différents jours post inoculation, sont 
indiqués : le nombre de lapin présentant des myxomes primaires au site d’inoculation sur le nombre 
de lapin total dans chaque groupe (taille de ces myxomes) ; le nombre de lapin avec des myxomes 
secondaires sur le nombre total de lapin (nombre de myxome et caractéristique) ; les signes 
respiratoires observés.   
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Sur les lapins injectés avec le virus sans silice (ctrl-MYXV), les lésions primaires sont apparues dès le 
4
ème
 jour après inoculation et sont plus importantes à J7 que celles observés sur les lapins des lots 1 
et 2, qui n’ont d’ailleurs pas tous développé des myxomes primaires. Par ailleurs, seuls les lapins du 
groupe témoin présentent des signes respiratoires. Une semaine plus tard, tous les groupes 
comptent un ou plusieurs lapins avec des myxomes secondaires ; cependant les lésions des lapins du 
groupe témoin semblent plus avancées puisque les deux lapins présentent des myxomes primaires et 
secondaires, les myxomes secondaires étant ulcéreux. Du point de vue de l’état général, les signes 
respiratoires ont disparu dès J14 dans le groupe contrôle et un lapin du groupe 08UD5 a présenté des 
difficultés respiratoires à J18. Par la suite, les symptômes du lapin témoin restant évoluent vers une 
résorption de la maladie, attendue avec ce virus atténué, tandis que les lésions des lapins des autres 
groupes se maintiennent voir s’accentuent légèrement. En effet, chez le lapin ctrl-MYXV, les 
myxomes primaires puis secondaires disparaissent et l’état général est totalement rétabli à la fin de 
l’expérience. Dans le groupe 08UD5, la totalité des lapins présente des lésions primaires et 
secondaires et un lapin sur les 3 restants présente toujours des signes d’atteintes respiratoires. Dans 
le groupe avec la formulation plus ancienne, 07UD5, deux lapins sur trois présentent des myxomes 
primaires et secondaires. Aucun lapin n’a jamais développé de symptômes respiratoires ou autre 
détérioration de l’état général. La formulation ancienne, 07UD5, semble donc légèrement atténuée 
par rapport à la récente, 08UD5.  
 
L’analyse des anticorps anti-MYXV présents dans le sérum des lapins infectés a permis de comparer 
l’induction de la RI spécifique dans les différents cas de figure (tableau 11). Au début de l’expérience, 
tous les lapins sont séronégatifs. Par la suite, chaque lapin est testé pour son taux d’Ac anti-MYXV le 
jour de son  euthanasie. Le 7
ème
 jour après le début de l’expérience, aucun lapin testé n’a d’Ac anti-
MYXV. A J14, le lapin ayant reçu le ctrl-MYXV a fait une bonne séroconversion, ce qui correspond aux 
données expérimentales précédemment obtenues, puisque la séroconversion des lapins après 
infection avec la souche MYXV∆MNF a généralement lieu au environ du 10
ème
 jour p.i.. En revanche, 
seul un lapin sur trois est séropositif dans les groupes de lapin ayant reçu les solutions injectables de 
silice, avec des taux d’Ac nettement plus bas. Au 21
ème
 jour p.i., tous les lapins ont des Ac anti-MYXV 
dans leur sérum, à des niveaux généralement élevés. Les taux d’Ac retrouvés chez les lapins inoculés 
avec la solution injectable la plus ancienne 07UD5 sont aussi élevés que ceux retrouvés chez les 
lapins injectés avec la solution récente 08UD5.  
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Formulation Jour 0 Jour 7 Jour 14 Jour 21 
07UD5 
(-) (-) (-) (+++) 
(-) (-) (+) (++) 
(-) (-) (-) (++) 
08UD5 
(-) (-) (-) (++) 
(-) (-) (-) (+) 
(-) (-) (+) (+++) 
Ctrl-MYXV (-) ND (+++) (++) 
Tableau 11 : Séroconversion des lapins infectés avec les différentes formulations de MYXV 
A J0, tous les lapins intégrés dans l’expérience sont naïfs par rapport au MYXV et aucun Ac n’est 
détecté dans les sérums. Dans la suite de l’expérience, chaque lapin sacrifié est testé pour son taux 
d’Ac anti-MYXV : soit 3 lapins de chaque groupe (sauf ctrl-MYXV) à J7 ; 3 lapins des groupes UD5 et 1 
lapin de Ctrl-MYXV à J14 ; 3 lapins de chaque groupe et 1 lapin du groupe ctrl-MYXV à J21.  
(-) pas d’Ac ; (+) détection d’Ac à une dilution sérique ≤ 1/3200 ; (++) détection d’Ac à une dilution 
sérique ≤ 1/6400 ; (+++) détection d’Ac à une dilution sérique ≥ 1/12800 
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L’analyse histologique des sites d’inoculation est comparable pendant les deux premières semaines, 
entre les lapins ayant reçus les formulations virales en silice et ceux injectés avec le ctrl-MYXV. A 7 
jours p.i., des infiltrats inflammatoires modérés (composés d’hétérophiles, d’histiocytes et de 
lymphocytes) sont visibles sur les zones d’injection, avec une réponse légèrement supérieure pour la 
formulation ancienne. Pour cette dernière, des fibroblastes activés et une mucinose interstitielle sont 
aussi observés. A J14, le nombre de lymphocytes et d’histiocytes augmente tandis que les 
hétérophiles diminuent, et une légère ulcération est observée. Au bout de 3 semaines p.i., le lapin 
ayant reçu une injection de MYXV sans silice ne présente plus aucun signe histologique lésionnel, 
l’inflammation s’est complètement résorbée. En revanche, au niveau des sites d’implantation des 
deux solutions de silice, les infiltrats inflammatoires observés le 14
ème
 jour sont toujours présents.  
La présence de la résine seule déclenche l’afflux de quelques cellules de l’inflammation (histiocytes, 
lymphocytes) sur le site d’implantation, visibles au 7
ème
 jour ; puis ces dernières disparaissent et 
laissent la place à quelques fibroblastes activés jusqu’à J21.   
 
d) Conclusion/discussion  
 
Nos résultats rejoignent ceux de nos collègues finlandais.  
Nous nous sommes heurtés à la même difficulté concernant la quantification de l’inoculum viral total 
inclus dans la matrice de silice, étant donné les conditions nécessaires à la dissolution complète de la 
silice. Néanmoins, nous avons mis en évidence du virus infectieux dans toutes les suspensions 
injectables testées, démontrant la conservation du pouvoir infectieux à 4°C pendant près d’un an.  
Un retard dans l’apparition des symptômes et de la séroconversion avec la formulation virale en 
silice, par rapport à l’évolution naturelle d’une infection avec la souche atténuée MYXV∆MNF chez le 
lapin a été mis en évidence, sans toutefois être associée à une modification de la pathogénicité. En 
effet, l’évolution des lésions primaires et secondaires ainsi que l’apparition des Ac semblent décalées 
d’une semaine chez les lapins ayant reçus les formulations virales en silice. De même, les symptômes 
persistent jusqu’à J21 p.i. avec ces conditionnements tandis que les lapins infectés avec le ctrl-MYXV 
sont guéris.   
Par ailleurs, il existe un délai dans l’apparition de la réponse inflammatoire et une persistance des 
cellules de l’inflammation au site d’inoculation qui semblent indiquer que la matrice de silice permet 
le relargage progressif et continu du virus in situ et la protection du virus contre la RI. De façon à 
confirmer ces données, il faudrait compléter les analyses histologiques par une cinétique de 
détection des antigènes présents aux points d’injection par marquage immuno-histochimique et 
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éventuellement réaliser un suivi de la virémie. L’innocuité de ce mode de conditionnement a pu être 
vérifiée par l’absence d’effet négatif de la matrice de silice sur les tissus au niveau des zones 
d’injection. Enfin, le peu de différence observés in vivo entre la suspension injectable récente et la 
suspension ancienne confirme la possibilité de stocker le virus sous cette forme pendant plusieurs 
mois à 4°C, sans perte du pouvoir infectieux. 
 
B. Etude de l’activité oncolytique dans un modèle de souris immunodéficientes 
portant des greffes sous cutanées de tumeurs colorectales humaines 
 
a) Introduction 
 
Diverses études précliniques sur des modèles animaux ont été réalisées pour évaluer le potentiel du 
MYXV en tant qu’OV, jusqu’à aujourd’hui : plusieurs études de greffes orthotopiques de tumeurs 
cérébrales humaines (gliomes, médulloblastomes et tumeurs rhabdoïdes) dans des souris 
immunodéprimées (13-15), un modèle de tumeurs rhabdoïdes humaines en greffe SC (15), et un 
modèle syngénique de mélanomes chez des souris immunocompétentes (16). Les virus utilisés pour 
ces études étaient la souche Lausanne de MYXV (équivalente de notre souche T1) dans la plupart des 
cas et la souche atténuée MYXV∆135 pour l’injection systémique dans le modèle syngénique (16).  
 
Pour la première fois, nous proposons l’étude des capacités oncolytiques d’un MYXV atténué dans un 
modèle de tumeurs solides dérivées des cellules tumorales colorectales humaines (cellules HCT-116). 
Par ailleurs, deux voies différentes d’injections du virus (voie systémique et voie intra-tumorale) ont 
été comparées, en terme de distribution virale et d’efficacité anti-tumorale. Dans cette étude, la 
souche de MYXV choisie pour l’évaluation de l’efficacité oncolytique in vivo est la souche vaccinale 
SG33 (MYXV-SG).  En effet, cette dernière présente un effet oncolytique significativement supérieur à 
la souche sauvage T1 dans les différentes lignées cellulaires humaines testées in vitro, dont les 
cellules HCT-116 ; elle n’induit plus de pathologie chez le lapin européen et est donc théoriquement 
apathogène pour toutes les espèces de vertébrés, y compris l’Homme ; enfin, les titres viraux 
obtenus avec cette souche en production cellulaire sont plus importants que ceux de la souche 
sauvage, permettant de disposer d’inocula plus concentrés pour l’utilisation thérapeutique.    
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En pratique, la préparation de la substance virale inoculée, l’analyse de la répartition virale dans les 
organes et les tumeurs, et l’analyse histopathologique ont été réalisées au laboratoire ou dans le 
service d’anatomopathologie de l’Ecole Vétérinaire de Toulouse. L’expérimentation in vivo et le suivi 
clinique des animaux ont été réalisés dans le cadre d’une prestation de service par Oncodesign SA 
(Dijon, France).  
 
b) Matériel et méthodes 
 
Virus 
La souche vaccinale SG33 de MYXV a été amplifiée par culture sur cellules RK-13, puis semi-purifiée 
sur coussin de sucrose (36%).   
 
PCR 
Une amplification du gène viral TK est réalisée par PCR à partir de l’ADN total extrait des tissus 
(organes et tumeurs) (High Pure PCR Amplification kit, Roche) avec les amorces TK1 (5’-
GGGTTGGATAAGGAAGTTACG-3’) et TK2 (5’-GAGGTCGCTGTCGGAGACG-3’) (hybridation 30 secondes 
à 55°C, élongation 40 secondes à 72°C, et dénaturation 30 secondes à 94°C).  
 
Isolement viral en culture cellulaire à partir de tissus et organes 
Des morceaux de 5 mm
3
 de chaque échantillon (organes ou tumeurs) sont broyés (à l’aide de petit 
potter et sable de fontainebleau) et remis en suspension de façon à en extraire le virus. Après 
centrifugation (5’, 3000g, 4°C), les surnageants sont récoltés. Les solutions virales obtenues sont 
diluées (1/5, 1/10, 1/20) et utilisées pour infecter des cellules RK-13 (cellules de rein de lapin) mises 
en culture la veille dans des « Labteks ». Après 40H d’incubation, les cellules sont fixées au 
paraformaldéhyde 4% en PBS et perméabilisées avec du triton X100 à 0.1%. Une révélation par 
immunomarquage est réalisée avec un Ac primaire polyclonal de lapin anti-MYXV (dilution 1/500) 
suivi d’un Ac secondaire de chèvre anti-lapin FITC (Sigma) (dilution 1/200). La présence de plages 
virales (foyers>50 cellules) est observée au microscope à fluorescence.  
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Analyse histopathotologique 
Les sections des échantillons conservés en solution de formol à 10% puis inclus en paraffine sont 
examinées après coloration hémalun-eosine au microscope optique. 
 
Animaux 
Des souris Swiss immunodéficientes (femelles, 5-6 semaines d’âge, poids entre 17-22 g) ont été 
obtenues de la société Charles River (L’Arbesles, France). Les animaux ont été observés pendant 7 
jours dans des conditions SPF (specific-pathogen-free) avant le début de l’expérience. Les conditions 
environnementales étaient régulées pour maintenir une température de 23 +/-2°C, une humidité 
relative de 45 +/-10%, une photopériode de 12
H
 de lumière/12
H
 d’obscurité, et une pression positive 
de 20 +/-4 Pascal. La nourriture et l’eau étaient mises à disposition ad libitum. Les locaux de 
l’animalerie ont reçu l’accréditation des ministères français de l’Agriculture et de la Recherche, les 
expérimentations animales suivent les directives éthiques de la CEE, et les protocoles ont été validés 
par le comité d’éthique de l’université de pharmacie et de médecine de Dijon.  
    
Induction de tumeurs sous cutanées issues de cellules HCT-116 et traitement de souris 
immunodéficientes  
Quarante huit heures avant l’induction des tumeurs, les souris ont été irradiées avec des rayons γ, 
puis 10
7
 cellules HCT-116 en suspension dans 200µl de milieu RPMI ont été injectées en SC dans le 
flanc droit des souris. Lorsque les tumeurs ont atteint la taille de 150 mm
3
 environ (soit 18 jours 
après l’injection SC), les souris ont été réparties en 4 groupes : le groupe 1 (10 souris) n’a reçu aucun 
traitement ; le groupe 2 (15 souris) a reçu 4 injections IV de MYXV-SG (1,5.10
8
 FFU/injection) à 3 jours 
d’intervalle ; le groupe 3 (10 souris) a reçu 5 injections IT de la solution véhicule à 2 jours 
d’intervalle ; le groupe 4 (10 souris) a reçu 5 injections IT de MYXV-SG (6.10
7
 FFU/injection) à 2 jours 
d’intervalle (figure 40).  
Dans le groupe 2, les tumeurs, les poumons, le foie, la rate et les reins de 5 souris ont été collectés 
48H après la dernière injection IV (figure 40). Après le début du traitement, le suivi clinique, le poids 
des souris et le volume des tumeurs ont été surveillés quotidiennement et enregistrés deux fois par 
semaine. Dès l’apparition de signes de souffrance ou lorsque la taille des tumeurs dépassait 2000 
mm
3
, les souris ont été euthanasiées après anesthésie à l’isoflurane. L’expérience a été arrêtée et les 
souris ont toutes été euthanasiées 24 jours après le début du traitement. 
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Figure 40 : Calendrier expérimental de l’étude de l’efficacité oncolytique de la souche MYXV-SG 
dans un modèle de souris porteuses de tumeurs colorectales humaines sous cutanées 
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Après le sacrifice des animaux, un examen macroscopique a été réalisé dans chaque cas. Puis les 
tumeurs et les organes ont été coupés en deux, une partie étant congelée en azote liquide et l’autre 
fixée au formol puis inclus en paraffine.  
 
c) Résultats 
 
(i) Innocuité de l’infection par la souche vaccinale de MYXV chez la souris 
immunodéprimée  
 
Dix huit jours après l’injection des tumeurs (la taille moyenne des tumeurs atteignant 150 mm
3
), les 
souris on été réparties en 4 groupes et ont reçues les différents traitements décrits dans la section 
matériels et méthodes. Aucune souris n’est morte prématurément pendant la durée de l’expérience. 
Aucune détérioration inhabituelle de l’état général n’a été observée, et le statut clinique des 
animaux traités est resté bon. Aucune différence dans l’évolution du poids des souris n’est observée 
entre les groupes d’animaux traités et les non traités puisque le gain de poids est d’environ 10% dans 
tous les groupes pendant la durée de l’expérience (non montré).  
 
Les organes vitaux (poumons, foie, reins, rate) de cinq souris du groupe 2 ont été prélevés 48
H
 après 
la dernière injection IV, soit 11 jours après le début de l’expérience (figure 40), et des PCR ont été 
réalisées sur l’ADN extrait (gène viral TK) pour déterminer la présence ou non du virus dans les 
différents organes (tableau 12). Il s’avère que seule une souris sur 5 présente de l’ADN viral dans ses 
reins, alors qu’aucun virus n’est retrouvé dans les échantillons de foie et de rate. Par contre, le 
génome viral est détecté dans les poumons de toutes les souris testées. De façon à déterminer si cet 
ADN viral correspond à des particules virales infectieuses, un isolement viral en cellules RK-13 à partir 
de broyats de deux échantillons pulmonaires sur les cinq récoltés a été réalisé. Des foyers viraux ont 
été observés après immuno-marquage dans les deux cas.  
 
(ii) Efficacité anti-tumorale de IV et IT de MYXV-SG  
 
Les tumeurs ont été prélevées sur les 5 souris du groupe 2 sacrifiées à J11 et sur toutes les souris 
restantes à la fin de l’expérience, soit 24 jours après les premières injections IV et IT (figure 40).  
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Administration 
 (jour de 
collecte) 
IV  
(J11) 
IV  
(J24) 
IT  
(J24) 
organes foie reins rate poumons tumeurs tumeurs tumeurs 
PCR 0/5  1/5 0/5 5/5 0/5 0/10 10/10 
Mise en 
culture 
   ++ (2) - (1) - (2) +++ (2) 
 
Tableau 12 : Détection du virus dans les organes et les tumeurs des souris après injection IV et IT 
 La présence d’ADN viral détectée par PCR sur le gène TK du MYXV dans les différents organes et les 
tumeurs des souris après injection du virus par voie IV ou par voie IT est indiquée : nombre 
d’échantillon positif/nombre d’échantillon testés. Les échantillons mis en culture sont négatifs (-), 
positifs (++) ou très positifs (+++) pour la présence de virus infectieux (sur la base de plages virales 
immunofluorescentes > 50 cellules) ; entre parenthèse le nombre d’échantillon testés. 
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De la même manière que précédemment pour les organes, la présence de virus dans les tumeurs des 
différentes souris a été recherchée grâce des analyses PCR sur l’ADN extrait et la mise en culture de 
certains échantillons sur cellules RK-13.  
Dans le groupe où l’administration du virus a été réalisée par voie systémique, les tumeurs ne 
contiennent pas de génome viral, que ce soit 2 jours après les injections répétées (soit à J11) ou à la 
fin de l’expérience (soit J24) (tableau 12). En effet, aucun échantillon ne sort positif en PCR et la mise 
en culture d’un échantillon de J11 et de deux échantillons de J24 confirme qu’aucune particule virale 
infectieuse n’est présente dans les tumeurs des animaux.  
L’analyse des résultats de PCR obtenus pour le groupe 4 ayant reçu l’injection du virus par voie IT, 
montre que le virus est toujours présent dans les tumeurs 24 jours après le début de l’expérience, 
soit 16 jours après la dernière injection. En effet, tous les échantillons testés pour la présence du 
génome viral sont positifs en PCR. De plus, la mise en culture de deux échantillons de tumeur 
confirme que ces ADN viraux détectés par PCR sont associés à des particules virales infectieuses, 
puisque de nombreuses plages virales sur cellules RK-13 sont observées en immunofluorescence.  
 
Au cours de l’expérience, les volumes des tumeurs ont été contrôlés et enregistrés deux fois par 
semaine. Les courbes de croissance tumorale montrent que le volume des tumeurs n’évolue pas de 
façon significativement différente en fonction des différents groupes considérés, qu’ils soient traités 
ou non (figure 41). De façon plus précise, le temps pour que les tumeurs atteignent un volume 
moyen de 700 mm
3
, par exemple, n’est pas significativement augmenté après traitement avec le 
MYXV-SG quelle que soit la voie d’administration (12 jours pour le groupe 1 ; 16.4 jours pour le 
groupe 2 ; 13.33 jours pour le groupe 3 ; 14.44 jours pour le groupe 4).  
Néanmoins, une légère différence est observée entre les souris non traitées (groupe 1) et les souris 
traitées par IV (groupe 2), montrant un léger délai dans la croissance tumorale avec ce traitement. 
Les temps de doublement tumoral, calculés pendant la phase de croissance exponentielle des 
courbes de croissance tumorale, ne montrent pas non plus de différences significatives (compris 
entre 7.31 et 7.95). Enfin, les valeurs d’inhibition de croissance tumorale (%T/C), définie comme le 
ratio des volumes moyens tumoraux des animaux traités versus des animaux non traités, ont été 
calculées pour chaque jour entre J0 et J21, et sont toujours supérieures à 42% (seuil d’efficacité 
défini par le National Cancer Institute).  
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Figure 41 : Evolution des volumes tumoraux moyens dans les souris greffées avec des tumeurs 
colorectales humaines 
Le traitement a commencé 18 jours après l’injection des cellules HCT-116 (J0). Les souris ont reçues 
des injections répétées de MYXV-SG en IV (1,5.10
8
 PFU/injection) ou en IT (6.10
7
 PFU/injection), 
flèches noires et rouges respectivement. En bleu, le groupe 1 non traité. En rouge, le groupe 2 ayant 
reçu 4 injections IV de MYXV-SG à 3 jours d’intervalle. En vert, le groupe 3 ayant reçu des injections IT 
répétés de solution sans virus. En marron, le groupe 4 ayant reçu 5 injections IT de MYXV-SG à 2 jours 
d’intervalle.   
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Enfin, l’analyse histopathologique des tissus tumoraux dans les différents groupes, révèle qu’il n’y a 
aucune différence visible entre les souris traitées, quelle que soit la voie d’administration, et les 
souris non traitées (groupe 1) ou traitées avec une solution contrôle (groupe 3).  
 
d) Conclusion/discussion 
 
Les injections IV et IT répétées de MYXV-SG, à 1,5.10
8
 FFU/injection et 6.10
7
 FFU/injection 
respectivement, ont été bien tolérées par les souris immunodéprimées greffées avec des tumeurs 
humaines, tel que l’indique le suivi clinique des animaux au cours de l’expérience.  
La recherche de virus dans les différents organes vitaux, 48
H
 après la dernière injection par voie IV, a 
mis en évidence la présence de particules virales infectieuses dans les poumons des cinq animaux 
testés. La présence systématique de virus dans les poumons doit être mise en relation avec le 
nombre important de macrophages activés et de monocytes circulants dans cet organe, qui peuvent 
être infectés précocement par le virus, mais aussi phagocyter les particules virales administrées. Par 
ailleurs, le virus retrouvé dans les poumons, 48
H
 après l’injection, peut correspondre à l’inoculum 
résiduel qui n’a pas encore été éliminé par le SI déficient des souris infectées dans cette étude. 
Même si le MYXV présente un tropisme marqué pour le poumon chez le lapin, chez la souris 
immunodéficiente, il est peu probable que le virus soit ensuite capable, non seulement de persister, 
mais encore de se multiplier dans cet organe, l’absence de signes respiratoires chez les souris du 
groupe II étant le témoin de la clairance virale. Un suivi en cinétique de la présence de virus 
infectieux nous permettrait de définir la durée maximale de persistance virale. En effet, il a 
précédemment été montré que 24
H
 après administration par voie IV d’un virus myxomateux atténué 
à des souris immunocompétentes, aucun virus infectieux n’est retrouvé dans les organes vitaux (rate, 
poumon, rein, foie) (16).   
 
Il semble que l’injection par voie systémique de la souche MYXV-SG ne permette pas l’infection à 
distance des cellules tumorales humaines dans les conditions expérimentales de notre étude. En 
revanche, les injections IT répétées de MYXV-SG permettent une infection de longue durée des 
cellules tumorales, puisque du virus infectieux est systématiquement retrouvé en quantité 
importante dans les tumeurs des souris ayant reçu ce traitement. Ces résultats rejoignent les 
observations faites par Wu et al (15) concernant l’administration IV ou IT de MYXV, dans un modèle 
murin immunodéficient de tumeurs rhabdoïdes humaines.   
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Néanmoins, d’après l’analyse des différents paramètres d’efficacité anti-tumorale, les injections 
répétées de la souche vaccinale de MYXV, que ce soit en IV ou en IT, n’ont pas permis d’inhiber la 
croissance des tumeurs colorectales humaines xénogreffées chez les souris immunodéprimées. De 
même, aucune modification histopathologique n’a pu être observée dans les tumeurs suite au 
traitement comparativement aux tumeurs non traitées.  
 La comparaison des différentes expériences précliniques réalisées ces dernières années avec le 
MYXV met en avant une différence récurrente par rapport à notre étude. Généralement, les tumeurs 
injectées en IT étaient beaucoup plus petites (autour de 15 mm
3 
dans le modèle de tumeurs 
rhabdoïdes en SC (15)) et les expériences commençaient entre 6 (14) et 12 jours (13) après la greffe 
plutôt que 18 jours après. Il y a sans aucun doute des paramètres à régler dans le protocole 
thérapeutique pour améliorer l’efficacité du traitement oncolytique par le virus myxomateux en 
modèle murin. Dans ce cadre, nous pourrions augmenter les doses virales injectées en IT et la 
fréquence d’administration, voire adopter un mode d’injection IT en multipoint (16). Par ailleurs, 
l’association du MYXV avec le gène suicide FCU1 ayant montré une augmentation significative de 
l’efficacité anti-tumorale in vitro, il serait intéressant d’étudier l’efficacité de la combinaison des deux 
thérapies (chimiothérapie moléculaire et activité oncolytique propre) dans des modèles précliniques, 
de la même façon que cela a été fait avec la rapamycine (239).  
 
C. Etude d’une infection virale par le MYXV chez le macaque Rhésus 
 
a) Introduction 
 
Jusqu’à présent, l’étude de l’innocuité du virus myxomateux a été réalisée chez le chat (220) et les 
ovins (236) (modèles d’étude pour la vaccination d’espèces non hôtes) et chez la souris 
immunocompétente (16) et immunodéprimée (13) pour l’étude de l’efficacité oncolytique. Toutes les 
données disponibles chez les autres espèces, y compris l’Homme, sont généralement issues d’études 
épidémiologiques rétrospectives plutôt que d’études expérimentales d’infection volontaire.  
En vu d’utiliser la souche SG33 de MYXV, que nous étudions en tant que vecteur oncolytique mais 
aussi dans des stratégies vaccinales au laboratoire, il était intéressant d’obtenir des données 
expérimentales sur l’innocuité et la biodistribution de cette souche dans d’autres modèles animaux, 
et notamment des modèles plus proches de l’Homme. Au cours de ce travail de thèse, nous avons pu 
être inclus dans un protocole de réforme concernant 14 macaques Rhésus, de façon à étudier, pour 
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la première fois à notre connaissance, l’infection par une souche de MYXV chez des primates. L’étude 
in vivo et le suivi clinique des animaux ont été réalisés sur le site de l’Ecole Nationale Vétérinaire de 
Lyon par la société Cynbiose (Lyon, France) en collaboration avec le Dr Blancher 
(Laboratoire Immunogénétique Moléculaire, IFR30, Toulouse, France), l’inoculum viral et l’analyse de 
la biodistribution virale dans notre laboratoire.  
 
b) Matériel et méthodes 
 
Cellules  
Des cellules MEC (pour Monkey Eyelid Cells) ont été mises en culture à partir des échantillons de 
paupière de macaque prélevées au cours de l’étude. Les cellules sont cultivées dans du DMEM, 10% 
de SVF, glutamine 100X (Invitrogen) et insuline (1.6µg/ml)  (Gibco).  
 
Virus  
Le virus utilisé est la souche SG33 de MYXV (MYXV-SG) sous forme semi-purifiée pour les 
expérimentations in vivo, ou simples lysats cellulaires pour les infections in vitro.  
 
PCR et mise en culture virale 
Les PCR et les tentatives d’isolements viraux à partir des échantillons prélevés lors de 
l’expérimentation in vivo ont été réalisées de la même façon que décrit dans l’expérimentation sur 
modèles murins de tumeurs humaines colorectales.  
 
Etude in vivo 
Quatorze macaques rhésus adultes ont été inoculés, soit par voie intra-veineuse (IV) (10
7
 FFU sous 
1ml), soit par voie intra-dermique (ID) dans la paupière (10
7
 FFU sous 100µl), avec la souche MYXV-
SG (figure 42). A J0, 4 macaques ont été inoculés par IV et 4 par ID. Puis un macaque a été inoculé 
par voie ID, chaque jour, et ceci pendant les 6 jours suivants (J1 à J6). Tous les jours, des prises de 
sang (PS) ont été réalisées sur les 8 animaux inoculés à J0 (la PS à J0 étant faite avant l’infection) et 
l’état clinique des animaux a été surveillé. Le septième jour, tous les animaux ont été euthanasiés et 
autopsiés.  
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Figure 42 : Calendrier expérimental de l’étude d’une infection au MYXV chez le macaque rhésus  
Dans la partie supérieure, sont indiqués les voies d’inoculation et les doses correspondantes (nombre 
de PFU/volume), et le nombre d’animaux concernés (à chaque fois).  
Dans la partie inférieure, sont indiquées les actions. La PS à J0 est réalisée avant l’infection.  
PS : prise de sang ; ID : intra-dermique ; IV : intra-veineux 
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Au cours de l’autopsie, deux échantillons (cubes de 0.5 cm de côté) de foie, rate, poumon, rein et 
cortex cérébral ont été recueillis, un échantillon étant congelé, l’autre fixé dans le formol. Pour tous 
les animaux inoculés par voie ID, les paupières et les nœuds lymphatiques (NL) de drainage ont été 
prélevés ; la moitié de chaque NL et paupière a été congelée, l’autre moitié fixée dans le formol. 
Deux paupières non inoculées ont été prélevées afin de préparer des cultures primaires. 
 
c) Résultats 
 
(i) Infection de cellules dérivées de tissu de paupière in vitro  
 
Des cellules primaires issues de paupière de macaque (MEC pour Monkey Eyelid Cells) ont été mises 
en culture et deux populations cellulaires (MEC1 et MEC2) ont ainsi pu être maintenues pendant 
plusieurs passages. A différents passages, la permissivité de ces cellules à la souche MYXV-SG a été 
testée. Pour ce faire, des cellules ont été infectées à des MOI de 2 et 0.2. Après incubation pendant 
48
H
, un ECP a pu être observé sur les différentes populations cellulaires même à la MOI la plus faible. 
Les lysats cellulaires ont été récoltés et titrés sur cellules RK-13 (figure 43).  
Les titres obtenus dans les deux populations de cellules primaires restent compris entre 8.10
5
 et 
5.10
6
 FFU/ml après infection à une MOI de 0.2 (figure 43A) et de façon quasi similaire entre 5.10
5
 et 
5.10
6
 FFU/ml pour la MOI de 2 (figure 43B). Il n’y a ainsi pas d’influence de la MOI sur la permissivité 
des cellules. De plus, les MEC-1 et les MEC-2 sont aussi permissives au MYXV-SG l’une que l’autre, et 
le nombre de passages ne semble pas influencer cette permissivité.  
 
(ii) Biodistribution virale après infection in vivo 
 
Après l’infection des animaux par les différentes voies d’administration (IV ou ID) avec la souche 
MYXV-SG, aucun symptôme local ou général n’a été observé. Aucun animal n’est mort pendant 
l’expérience et le statut clinique des macaques est resté bon. Pour les animaux injectés par voie ID, 
une petite réaction inflammatoire locale, sous la forme d’un petit nodule, a pu être observée durant 
les trois premiers jours suivant l’infection, avant de rapidement se résorber. A l’autopsie, aucun signe 
lésionnel particulier pouvant être imputé à l’infection virale n’a été remarqué.  
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Figure 43 : Permissivité des cellules primaires de macaques à l’infection par le MYXV-SG 
Deux populations de cellules primaires de macaques (MEC-1 et MEC-2) ont été testées pour leur 
permissivité au MYXV-SG à différents passages et après infection avec une MOI de 0.2 (A) et de 2 (B).   
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La présence d’ADN viral a été recherché dans les différents organes (foie, poumon, rate, rein, 
système nerveux central), les nœuds lymphatiques (NL), les paupières et le sang prélevés (tableau 
13). Les PCR réalisées sur les prises de sang faites à différents temps p.i. et sur les organes des 
macaques infectés par IV à J0 montrent que seule la rate d’un animal contient du virus. De façon à 
déterminer si l’ADN détecté était lié à du virus infectieux, une tentative d’isolement viral a été 
réalisée sur cellules RK-13, et aucun foyer infectieux n’a pu être observé. En ce qui concerne les 
animaux inoculés par voie ID sur la paupière supérieure, la présence de génome viral n’est détecté 
dans aucun organe testé, quelque soit le jour d’inoculation avant autopsie. En revanche, au niveau de 
la paupière inoculée des macaques infectés à J0 (2 animaux sur 4), J2, J4 et J6, la présence d’ADN 
viral est observée. Sur tous les animaux injectés en ID (8 au total), seul un animal présente de l’ADN 
viral dans le NL drainant la paupière inoculée. Tous les autres NL (du côté de la paupière témoin ou 
du côté de la paupière infectée) ainsi que toutes les paupières témoins sont restés négatifs. Une 
paupière issue d’un animal inoculé à J0 et positive en PCR a été testée pour la présence de particules 
virales infectieuses ; aucun foyer infectieux n’a pu être observé dans les cellules RK-13 après mise en 
culture.     
 
d) Conclusion/discussion 
 
L’infection de cellules primaires de paupières de macaque in vitro a montré que les cellules sont 
permissives au MYXV-SG quelque soit le nombre de passage en culture cellulaire. Etant donné que la 
permissivité des cellules primaires (fibroblastes humains (195) et fibroblastes murins (194)) au MYXV 
a été mise en relation avec la compétence des cellules pour l’intégration des signaux et la production 
des IFNs, il serait intéressant de vérifier le statut des cellules MEC par rapport à ces facteurs clé de la 
réponse anti-virale. Johnston et al ((195)) ont montré que la permissivité des fibroblastes primaires 
humains et la compétence en IFNs sont inversement liées et évoluent au cours des passages en 
culture. Ce n’est apparemment pas le cas ici, puisque les cellules restent permissives, au cours des 20 
passages en culture cellulaire. Par ailleurs, les fibroblastes primaires ovins se sont, eux, révélés non 
permissifs au MYXV dès les premiers passages en culture(236). Cet état de permissivité évolutive des 
fibroblastes primaires ne semble donc pas la règle.  
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Tableau 13 : Détection de l’ADN viral dans les organes et le sang des macaques infectés avec MYXV-SG 
 Inoculation   (Voie  
et jour) 
 
Echantillons  
IV ID 
J0 (a) J0 (a) J1 (b) J2 (b) J3 (b) J4 (b) J6 (b) 
PS (J0) 0       
PS (J1) 0       
PS (J2) 0       
PS (J4) 0       
PS (J5) 0       
PS (J7) 0       
Foie  0 0 - - - - - 
Poumon  0 0 - - - - - 
Rate  1 0 - - - - - 
Rein  0 0 - - - - - 
SNC 0       
Paupière (T)  0 - ND ND ND ND 
Paupière (I)  2 - + - + + 
NL (T)  0 ND ND - ND ND 
NL (I)  0 - - - + - 
 
(a) Nombre d’animaux positifs en PCR sur les 4 animaux inoculés en IV ou en ID à J0 (7 jours avant l’autopsie).  
(b) Résultats pour les animaux (1 par jour) inoculés de J1 à J6 par voie ID : (-), négatif en PCR ; (+), positif en 
PCR.   
PS : prise de sang ; T : témoin ; I : infecté ; ND : non déterminé 
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L’étude de l’infection de macaque Rhésus par la souche vaccinale de MYXV selon deux voies 
d’administration (IV et ID) a montré que l’infection virale n’entraine aucun signe clinique chez ces 
animaux.  Aucune particule virale infectieuse n’a pu être mise en évidence dans les tissus et organes 
testés, pendant toute la durée de l’expérience et quelque soit le mode d’administration. Après 
injection ID dans la paupière, tous les signes macroscopiques de réaction inflammatoire sur le site 
d’inoculation ont disparu à la fin de l’expérience. Chez ce modèle de primate immunocompétent, la 
réponse inflammatoire et immunitaire contre le MYXV semble donc rapidement résolutive, comme 
d’autres modèles animaux immunocompétents précédemment testés (chat, souris, ovin). En 
compléments de ces observations, il reste à réaliser l’analyse histopathologique des paupières 
infectées par ID et des NL drainants pour préciser la cinétique de la réponse inflammatoire induite.     
 
Une fois terminée, cette étude pourra compléter les données expérimentales disponibles dans la 
littérature, concernant l’absence de tropisme d’hôte pour des mammifères autres que le lapin. Elle 
permet de valider l’innocuité du MYXV dans un modèle animal proche de l’Homme et de renforcer 
les arguments scientifiques pour l’utilisation d’un tel vecteur en thérapie chez l’Homme.  
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CONCLUSION GENERALE 
 
Ce travail nous a permis de poser les bases d’une nouvelle stratégie dans la lutte contre le cancer 
chez l’Homme, reposant sur l’utilisation d’un vecteur viral apparu récemment sur le devant de la 
scène de la virothérapie oncolytique : le virus myxomateux.    
 
Dans un 1
er
 temps, l’étude de l’effet de diverses modifications génétiques sur les capacités 
oncolytiques du virus myxomateux (MYXV) a confirmé qu’il est plus intéressant d’utiliser des MYXV 
génétiquement modifiés en virothérapie oncolytique. En effet, les virus modifiés présentent une 
efficacité lytique sur les cellules tumorales au moins équivalente à celle de la souche sauvage T1 in 
vitro, et leur atténuation chez l’hôte naturel in vivo leur procure une sécurité d’emploi 
supplémentaire.  
Parmi les virus testés, la souche vaccinale SG33 s’avère la plus intéressante avec une activité 
oncolytique significativement supérieure à celle de la souche T1 dans la majorité des cellules 
tumorales testées in vitro. Cette souche, atténuée par de nombreux passages en culture, comporte 
de nombreux remaniements génétiques par rapport à la souche sauvage. Sa séquence a été 
entièrement déterminée récemment (n°accession GenBank GQ409969) et révèle qu’une large partie 
de l’extrémité droite du génome est manquante, dont la quasi-totalité de la RIT. Parmi les gènes 
délétés, de nombreux gènes codent pour des facteurs de virulence qui interférent avec la réponse 
anti-virale de l’hôte. Il serait intéressant de comprendre les bases moléculaires sous jacentes à la 
supériorité oncolytique du MYXV-SG dans les lignées cellulaires tumorales humaines, de déterminer 
le rôle éventuel des protéines inactivées n’ayant pas été explorées dans notre travail (M156R par 
exemple), ainsi que l’effet de synergie potentiel existant entre les différentes délétions. De même, il 
serait utile de juger du rôle joué par les formes IMV et EEV produits par la souche SG33 dans les 
interactions avec les cellules tumorales, en particulier au cours des étapes précoces (adsorption-
pénétration). Une meilleure connaissance de ces mécanismes pourrait permettre d’explorer de 
nouvelles stratégies complémentaires fondées sur l’amélioration des interactions protéines virales-
récepteurs spécifiques.  
L’avantage conféré par l’emploi de la souche SG33 par rapport aux autres variants du MYXV testés 
jusqu’ici a conduit tout dernièrement au dépôt d’un brevet d’invention (n° d’enregistrement : 
09/02835 ; intitulé : « Utilisation d’une souche atténuée de Myxoma Virus comme oncolytique »). 
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Nous avons abordé, en parallèle, la possibilité d’améliorer l’apport des vecteurs oncolytiques sur les 
sites tumoraux in vivo grâce à une méthode originale, consistant à encapsuler les virus dans une 
matrice de silice biodégradable. Nous avons mis en évidence la conservation du pouvoir infectieux 
des virus inclus dans les capsules de silice pendant de nombreux mois à 4°C. L’infection des lapins 
européens avec ces formulations virales a montré un retard dans l’évolution du tableau clinique et 
l’apparition de la réponse immunitaire humorale, par rapport à l’infection classique. Ces résultats 
suggèrent un relargage progressif et retardé des virus à partir de la matrice de silice dans 
l’organisme. Il s’agirait maintenant de vérifier si cette approche permet d’améliorer l’efficacité anti-
tumorale du MYXV in vivo.  
L’étude de l’efficacité anti-tumorale de la souche MYXV-SG dans un modèle murin de tumeurs 
colorectales humaines sous cutanées n’a malheureusement pas permis de mettre en évidence une 
inhibition de croissance tumorale, que ce soit après injection intra-tumorale (IT) ou intra-veineuse 
(IV). Néanmoins,  le virus semble capable de se répliquer dans les cellules tumorales pendant une 
longue période (>15 jours) après injection IT. Il serait donc intéressant de reconsidérer cette 
première expérience en modifiant les paramètres du protocole thérapeutique.  
Par ailleurs, les résultats très prometteurs obtenus in vitro avec les souches virales armées avec le 
gène suicide FCU1 indiquent qu’il faudrait à l’avenir combiner cette stratégie à l’activité oncolytique 
propre du virus. En effet, il est possible de compenser la diminution de l’effet oncolytique due à la 
dilution de l’inoculum en l’associant à cette chimiothérapie moléculaire.  
Enfin, nous avons mis en évidence l’innocuité de la souche vaccinale SG33 de MYXV, après injection 
systémique ou locale, dans deux modèles animaux différents, un modèle murin immunodéficient et 
un modèle primate immunocompétent. 
 
L’ensemble de ces résultats, particulièrement encourageants, incite à poursuivre les travaux engagés 
sur l’utilisation du virus MYXV-SG armé avec le gène suicide FCU1, en particulier en modèle murin 
(immunodéficient ou immunocompétent). Ils ouvrent également des perspectives intéressantes qu’il 
faudrait explorer dans une démarche dite de « preuve de concept » visant à tester le potentiel 
thérapeutique du virus myxomateux SG-FCU1 dans des modèles animaux spontanés (chiens et 
chats), utiles à de futurs développements en cancérologie humaine. 
 
 
 149 
REFERENCES 
 
1. Kelly E, Russell SJ. History of oncolytic viruses: genesis to genetic engineering. Mol. Ther 2007 
Apr ;15(4):651-9. 
 
2. Szelechowski M, Saıb A. Une nouvelle arme contre le cancer: bilan sur les virus oncolytiques. 
Virologie 2005 ;9(4):261–71. 
 
3. Vähä-Koskela MJV, Heikkilä JE, Hinkkanen AE. Oncolytic viruses in cancer therapy. Cancer Lett 
2007 Sep 8;254(2):178-216. 
 
4. McCart JA, Ward JM, Lee J, et al. Systemic cancer therapy with a tumor-selective vaccinia virus 
mutant lacking thymidine kinase and vaccinia growth factor genes. Cancer Res 2001 Dec 
15;61(24):8751-7. 
 
5. Liu T, Kirn D. Viruses with deletions in antiapoptotic genes as potential oncolytic agents. 
Oncogene 2005 Sep 8;24(40):6069-79. 
 
6. Thorne SH. Oncolytic vaccinia virus: from bedside to benchtop and back. Curr. Opin. Mol. Ther 
2008 Aug ;10(4):387-392. 
 
7. Thorne SH, Hwang TH, Kirn DH. Vaccinia virus and oncolytic virotherapy of cancer. Curr. Opin. 
Mol. Ther 2005 Aug ;7(4):359-365. 
 
8. Shen Y, Nemunaitis J. Fighting cancer with vaccinia virus: teaching new tricks to an old dog. 
Mol. Ther 2005 Feb ;11(2):180-195. 
 
9. McFadden G. Poxvirus tropism. Nat. Rev. Microbiol 2005 Mar ;3(3):201-213. 
 
10. Kirn DH, Thorne SH. Targeted and armed oncolytic poxviruses: a novel multi-mechanistic 
therapeutic class for cancer. Nat. Rev. Cancer 2009 Jan ;9(1):64-71. 
 
11. Sypula J, Wang F, Ma Y, Bell J, McFadden G. Myxoma virus tropism in human tumor cells. Gen 
Ther Mol Biol 2004 Apr 15;8103-114. 
 
12. Woo Y, Kelly KJ, Stanford MM, et al. Myxoma virus is oncolytic for human pancreatic 
adenocarcinoma cells. Ann. Surg. Oncol 2008 Aug ;15(8):2329-2335. 
 
13. Lun X, Yang W, Alain T, et al. Myxoma virus is a novel oncolytic virus with significant antitumor 
activity against experimental human gliomas. Cancer Res 2005 Nov 1;65(21):9982-90. 
 
14. Lun XQ, Zhou H, Alain T, et al. Targeting human medulloblastoma: oncolytic virotherapy with 
myxoma virus is enhanced by rapamycin. Cancer Res 2007 Sep 15;67(18):8818-27. 
 
15. Wu Y, Lun X, Zhou H, et al. Oncolytic efficacy of recombinant vesicular stomatitis virus and 
myxoma virus in experimental models of rhabdoid tumors. Clin Cancer Res 2008 Feb 
15;14(4):1218-27. 
 
 150 
16. Stanford MM, Shaban M, Barrett JW, et al. Myxoma virus oncolysis of primary and metastatic 
B16F10 mouse tumors in vivo. Mol Ther 2008 Jan ;16(1):52-9. 
 
17. Sun W. Update in colorectal, hepatobiliary and pancreatic cancers. Update on Cancer 
Therapeutics 2007 Sep ;2(3):141-156. 
 
18. Jemal A, Siegel R, Ward E, et al. Cancer statistics, 2008. CA Cancer J Clin 2008 ;58(2):71-96. 
 
19. Lynch HT, Fusaro RM, Lynch JF. Family history of cancer. Ann. N. Y. Acad. Sci 1995 Sep 
30;76812-29. 
 
20. Jemal A, Siegel R, Ward E, Hao Y, Xu J, Thun MJ. Cancer statistics, 2009. CA Cancer J Clin 2009 
Aug ;59(4):225-249. 
 
21. Colditz GA, Sellers TA, Trapido E. Epidemiology - identifying the causes and preventability of 
cancer? Nat. Rev. Cancer 2006 Jan ;6(1):75-83. 
 
22. Ames BN, Gold LS. The causes and prevention of cancer: gaining perspective. Environ. Health 
Perspect 1997 Jun ;105 Suppl 4865-873. 
 
23. Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell 2000 Jan 7;100(1):57-70. 
 
24. Weitzman JB, Yaniv M. Rebuilding the road to cancer. Nature 1999 Jul 29;400(6743):401-402. 
 
25. Nowell PC. The clonal evolution of tumor cell populations. Science 1976 Oct 1;194(4260):23-28. 
 
26. Cahill DP, Kinzler KW, Vogelstein B, Lengauer C. Genetic instability and darwinian selection in 
tumours. Trends Cell Biol 1999 Dec ;9(12):M57-60. 
 
27. Schubbert S, Shannon K, Bollag G. Hyperactive Ras in developmental disorders and cancer. Nat. 
Rev. Cancer 2007 Apr ;7(4):295-308. 
 
28. Weinberg RA. The retinoblastoma protein and cell cycle control. Cell 1995 May 5;81(3):323-
330. 
 
29. Lipinski MM, Jacks T. The retinoblastoma gene family in differentiation and development. 
Oncogene 1999 Dec 20;18(55):7873-7882. 
 
30. Sherr CJ. Cancer cell cycles. Science 1996 Dec 6;274(5293):1672-1677. 
 
31. Polager S, Ginsberg D. E2F - at the crossroads of life and death. Trends Cell Biol 2008 Nov 
;18(11):528-535. 
 
32. Hickman ES, Moroni MC, Helin K. The role of p53 and pRB in apoptosis and cancer. Curr. Opin. 
Genet. Dev 2002 Feb ;12(1):60-66. 
 
33. Hengartner MO. The biochemistry of apoptosis. Nature 2000 Oct 12;407(6805):770-776. 
 
34. Harris CC. p53 tumor suppressor gene: from the basic research laboratory to the clinic--an 
abridged historical perspective. Carcinogenesis 1996 Jun ;17(6):1187-1198. 
 
 151 
35. Bellacosa A, Kumar CC, Di Cristofano A, Testa JR. Activation of AKT kinases in cancer: 
implications for therapeutic targeting. Adv. Cancer Res 2005 ;9429-86. 
 
36. Testa JR, Bellacosa A. AKT plays a central role in tumorigenesis. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 2001 
Sep 25;98(20):10983-10985. 
 
37. Hayflick L. Mortality and immortality at the cellular level. A review. Biochemistry Mosc 1997 
Nov ;62(11):1180-1190. 
 
38. Deng Y, Chang S. Role of telomeres and telomerase in genomic instability, senescence and 
cancer. Lab. Invest 2007 Nov ;87(11):1071-1076. 
 
39. Shay JW, Wright WE. Senescence and immortalization: role of telomeres and telomerase. 
Carcinogenesis 2005 May ;26(5):867-874. 
 
40. Holt SE, Shay JW. Role of telomerase in cellular proliferation and cancer. J. Cell. Physiol 1999 Jul 
;180(1):10-18. 
 
41. Hanahan D, Folkman J. Patterns and emerging mechanisms of the angiogenic switch during 
tumorigenesis. Cell 1996 Aug 9;86(3):353-364. 
 
42. Christofori G, Semb H. The role of the cell-adhesion molecule E-cadherin as a tumour-
suppressor gene. Trends Biochem. Sci 1999 Feb ;24(2):73-76. 
 
43. Jeanes A, Gottardi CJ, Yap AS. Cadherins and cancer: how does cadherin dysfunction promote 
tumor progression? Oncogene 2008 Nov 24;27(55):6920-6929. 
 
44. Stetler-Stevenson WG, Yu AE. Proteases in invasion: matrix metalloproteinases. Semin. Cancer 
Biol 2001 Apr ;11(2):143-152. 
 
45. Mueller MM, Fusenig NE. Friends or foes - bipolar effects of the tumour stroma in cancer. Nat. 
Rev. Cancer 2004 Nov ;4(11):839-849. 
 
46. Weaver VM, Gilbert P. Watch thy neighbor: cancer is a communal affair. J. Cell. Sci 2004 Mar 
15;117(Pt 8):1287-1290. 
 
47. Axelrod R, Axelrod DE, Pienta KJ. Evolution of cooperation among tumor cells. Proc. Natl. Acad. 
Sci. U.S.A 2006 Sep 5;103(36):13474-13479. 
 
48. Bernier J, Hall EJ, Giaccia A. Radiation oncology: a century of achievements. Nat. Rev. Cancer 
2004 Sep ;4(9):737-747. 
 
49. Symonds RP. Recent advances: Radiotherapy. BMJ 2001 Nov 10;323(7321):1107-1110. 
 
50. Iyer L, Ratain MJ. 5-fluorouracil pharmacokinetics: causes for variability and strategies for 
modulation in cancer chemotherapy. Cancer Invest 1999 ;17(7):494-506. 
 
51. Cohen SM, Lippard SJ. Cisplatin: from DNA damage to cancer chemotherapy. Prog. Nucleic Acid 
Res. Mol. Biol 2001 ;6793-130. 
 
52. Alberts DS, Canetta R, Mason-Liddil N. Carboplatin in the first-line chemotherapy of ovarian 
cancer. Semin. Oncol 1990 Feb ;17(1 Suppl 2):54-60. 
 152 
53. McKendrick J, Coutsouvelis J. Capecitabine: effective oral fluoropyrimidine chemotherapy. 
Expert Opin Pharmacother 2005 Jun ;6(7):1231-1239. 
 
54. Hochster HS. Bevacizumab in combination with chemotherapy: first-line treatment of patients 
with metastatic colorectal cancer. Semin. Oncol 2006 Oct ;33(5 Suppl 10):S8-14. 
 
55. Adams R, Meade A, Wasan H, Griffiths G, Maughan T. Cetuximab therapy in first-line metastatic 
colorectal cancer and intermittent palliative chemotherapy: review of the COIN trial. Expert Rev 
Anticancer Ther 2008 Aug ;8(8):1237-1245. 
 
56. FARBER S, DIAMOND LK. Temporary remissions in acute leukemia in children produced by folic 
acid antagonist, 4-aminopteroyl-glutamic acid. N. Engl. J. Med 1948 Jun 3;238(23):787-793. 
 
57. Dock G. The influence of complicating diseases upon leukemia. Am J Med Sci 1904 ;(127):563-
592. 
 
58. HOSTER HA, ZANES RP, VON HAAM E. Studies in Hodgkin's syndrome; the association of viral 
hepatitis and Hodgkin's disease; a preliminary report. Cancer Res 1949 Aug ;9(8):473-480. 
 
59. SOUTHAM CM, MOORE AE. Clinical studies of viruses as antineoplastic agents with particular 
reference to Egypt 101 virus. Cancer 1952 Sep ;5(5):1025-1034. 
 
60. GEORGIADES J, ZIELINSKI T, CICHOLSKA A, JORDAN E. Research on the oncolytic effect of APC 
viruses in cancer of the cervix uteri; preliminary report. Biul Inst Med Morsk Gdansk 1959 
;1049-57. 
 
61. Asada T. Treatment of human cancer with mumps virus. Cancer 1974 Dec ;34(6):1907-1928. 
 
62. HAMMON WM, YOHN DS, CASTO BC, ATCHISON RW. ONCOLYTIC POTENTIALS OF NONHUMAN 
VIRUSES FOR HUMAN CANCER. I. EFFECTS OF TWENTY-FOUR VIRUSES ON HUMAN CANCER 
CELL LINES. J. Natl. Cancer Inst 1963 Aug ;31329-345. 
 
63. Yohn DS, Hammon WM, Atchison RW, Casto BC. Oncolytic potentials of nonhuman viruses for 
human cancer. II. Effects of five viruses on heterotransplantable human tumors. J. Natl. Cancer 
Inst 1968 Aug ;41(2):523-529. 
 
64. Cassel WA, Murray DR. A ten-year follow-up on stage II malignant melanoma patients treated 
postsurgically with Newcastle disease virus oncolysate. Med Oncol Tumor Pharmacother 1992 
;9(4):169-171. 
 
65. Garber K. China approves world's first oncolytic virus therapy for cancer treatment. J. Natl. 
Cancer Inst 2006 Mar 1;98(5):298-300. 
 
66. Everts B, van der Poel HG. Replication-selective oncolytic viruses in the treatment of cancer. 
Cancer Gene Ther 2005 Feb ;12(2):141-161. 
 
67. Guo ZS, Thorne SH, Bartlett DL. Oncolytic virotherapy: molecular targets in tumor-selective 
replication and carrier cell-mediated delivery of oncolytic viruses. Biochim. Biophys. Acta 2008 
Apr ;1785(2):217-31. 
 
68. Liu T, Kirn D. Gene therapy progress and prospects cancer: oncolytic viruses. Gene Ther 2008 
Jun ;15(12):877-884. 
 153 
69. Lin E, Nemunaitis J. Oncolytic viral therapies. Cancer Gene Ther 2004 Oct ;11(10):643-664. 
 
70. Kirn D, Martuza RL, Zwiebel J. Replication-selective virotherapy for cancer: Biological principles, 
risk management and future directions. Nat. Med 2001 Jul ;7(7):781-787. 
 
71. Mathis JM, Stoff-Khalili MA, Curiel DT. Oncolytic adenoviruses - selective retargeting to tumor 
cells. Oncogene 2005 Nov 21;24(52):7775-7791. 
 
72. Guo ZS, Thorne SH, Bartlett DL. Oncolytic virotherapy: Molecular targets in tumor-selective 
replication and carrier cell-mediated delivery of oncolytic viruses. Biochim Biophys Acta 2008 
Feb 15; 
 
73. Heise C, Hermiston T, Johnson L, et al. An adenovirus E1A mutant that demonstrates potent 
and selective systemic anti-tumoral efficacy. Nat. Med 2000 Oct ;6(10):1134-1139. 
 
74. Fueyo J, Gomez-Manzano C, Alemany R, et al. A mutant oncolytic adenovirus targeting the Rb 
pathway produces anti-glioma effect in vivo. Oncogene 2000 Jan 6;19(1):2-12. 
 
75. Bischoff JR, Kirn DH, Williams A, et al. An adenovirus mutant that replicates selectively in p53-
deficient human tumor cells. Science 1996 Oct 18;274(5286):373-376. 
 
76. Zhang Q, Chen G, Peng L, et al. Increased safety with preserved antitumoral efficacy on 
hepatocellular carcinoma with dual-regulated oncolytic adenovirus. Clin. Cancer Res 2006 Nov 
1;12(21):6523-6531. 
 
77. Mineta T, Rabkin SD, Yazaki T, Hunter WD, Martuza RL. Attenuated multi-mutated herpes 
simplex virus-1 for the treatment of malignant gliomas. Nat. Med 1995 Sep ;1(9):938-943. 
 
78. Phuangsab A, Lorence RM, Reichard KW, Peeples ME, Walter RJ. Newcastle disease virus 
therapy of human tumor xenografts: antitumor effects of local or systemic administration. 
Cancer Lett 2001 Oct 22;172(1):27-36. 
 
79. Kim M, Chung Y, Johnston RN. Reovirus and tumor oncolysis. J. Microbiol 2007 Jun ;45(3):187-
192. 
 
80. Norman KL, Lee PWK. Not all viruses are bad guys: the case for reovirus in cancer therapy. Drug 
Discov. Today 2005 Jun 15;10(12):847-855. 
 
81. Barber GN. Vesicular stomatitis virus as an oncolytic vector. Viral Immunol 2004 ;17(4):516-527. 
 
82. Connor JH, Naczki C, Koumenis C, Lyles DS. Replication and cytopathic effect of oncolytic 
vesicular stomatitis virus in hypoxic tumor cells in vitro and in vivo. J. Virol 2004 Sep 
;78(17):8960-8970. 
 
83. Post DE, Van Meir EG. A novel hypoxia-inducible factor (HIF) activated oncolytic adenovirus for 
cancer therapy. Oncogene 2003 Apr 10;22(14):2065-2072. 
 
84. Pereboeva L, Komarova S, Mikheeva G, Krasnykh V, Curiel DT. Approaches to utilize 
mesenchymal progenitor cells as cellular vehicles. Stem Cells 2003 ;21(4):389-404. 
 
85. Deng W, Jia J. Endothelial progenitor cells as cellular vehicles to deliver oncolytic virus therapies 
to metastatic tumors: the "Trojan horse" approach. Med. Hypotheses 2008 ;70(4):842-844. 
 154 
86. García-Castro J, Martínez-Palacio J, Lillo R, et al. Tumor cells as cellular vehicles to deliver gene 
therapies to metastatic tumors. Cancer Gene Ther 2005 Apr ;12(4):341-349. 
 
87. Sinkovics JG, Horvath JC. Newcastle disease virus (NDV): brief history of its oncolytic strains. J. 
Clin. Virol 2000 Feb ;16(1):1-15. 
 
88. Shinozaki K, Ebert O, Kournioti C, Tai Y, Woo SLC. Oncolysis of multifocal hepatocellular 
carcinoma in the rat liver by hepatic artery infusion of vesicular stomatitis virus. Mol. Ther 2004 
Mar ;9(3):368-376. 
 
89. Rommelaere J, Cornelis JJ. Antineoplastic activity of parvoviruses. J. Virol. Methods 1991 Aug 
;33(3):233-251. 
 
90. Mousset S, Rommelaere J. Minute virus of mice inhibits cell transformation by simian virus 40. 
Nature 1982 Dec 9;300(5892):537-539. 
 
91. Bantel-Schaal U. Growth properties of a human melanoma cell line are altered by adeno-
associated parvovirus type 2. Int. J. Cancer 1995 Jan 17;60(2):269-274. 
 
92. Stojdl DF, Lichty BD, tenOever BR, et al. VSV strains with defects in their ability to shutdown 
innate immunity are potent systemic anti-cancer agents. Cancer Cell 2003 Oct ;4(4):263-275. 
 
93. Yang ZR, Wang HF, Zhao J, et al. Recent developments in the use of adenoviruses and 
immunotoxins in cancer gene therapy. Cancer Gene Ther 2007 Jul ;14(7):599-615. 
 
94. O'Shea CC, Johnson L, Bagus B, et al. Late viral RNA export, rather than p53 inactivation, 
determines ONYX-015 tumor selectivity. Cancer Cell 2004 Dec ;6(6):611-623. 
 
95. Shen Y, Nemunaitis J. Herpes simplex virus 1 (HSV-1) for cancer treatment. Cancer Gene Ther 
2006 Nov ;13(11):975-992. 
 
96. Martuza RL, Malick A, Markert JM, Ruffner KL, Coen DM. Experimental therapy of human 
glioma by means of a genetically engineered virus mutant. Science 1991 May 
10;252(5007):854-856. 
 
97. Reddy PS, Burroughs KD, Hales LM, et al. Seneca Valley virus, a systemically deliverable 
oncolytic picornavirus, and the treatment of neuroendocrine cancers. J. Natl. Cancer Inst 2007 
Nov 7;99(21):1623-1633. 
 
98. Stanford MM, McFadden G. Myxoma virus and oncolytic virotherapy: a new biologic weapon in 
the war against cancer. Expert Opin Biol Ther 2007 Sep ;7(9):1415-1425. 
 
99. Mulligan RC. The basic science of gene therapy. Science 1993 May 14;260(5110):926-932. 
 
100. Guinn BA, Mulherkar R. International progress in cancer gene therapy. Cancer Gene Ther 2008 
Dec ;15(12):765-775. 
 
101. Armstrong AC, Eaton D, Ewing JC. Science, medicine, and the future: Cellular immunotherapy 
for cancer. BMJ 2001 Dec 1;323(7324):1289-1293. 
 
102. Cross D, Burmester JK. Gene therapy for cancer treatment: past, present and future. Clin Med 
Res 2006 Sep ;4(3):218-227. 
 155 
103. Li Q, Liu G, Wong-Staal F. Oncolytic virotherapy as a personalized cancer vaccine. Int. J. Cancer 
2008 Aug 1;123(3):493-9. 
 
104. Garnett CT, Greiner JW, Tsang K, et al. TRICOM vector based cancer vaccines. Curr. Pharm. Des 
2006 ;12(3):351-361. 
 
105. Petrulio CA, Kaufman HL. Development of the PANVAC-VF vaccine for pancreatic cancer. Expert 
Rev Vaccines 2006 Feb ;5(1):9-19. 
 
106. Tong AW, Nemunaitis J, Su D, et al. Intratumoral injection of INGN 241, a nonreplicating 
adenovector expressing the melanoma-differentiation associated gene-7 (mda-7/IL24): biologic 
outcome in advanced cancer patients. Mol. Ther 2005 Jan ;11(1):160-172. 
 
107. Rasmussen H, Rasmussen C, Lempicki M, et al. TNFerade Biologic: preclinical toxicology of a 
novel adenovector with a radiation-inducible promoter, carrying the human tumor necrosis 
factor alpha gene. Cancer Gene Ther 2002 Nov ;9(11):951-957. 
 
108. Cheah PL, Looi LM. p53: an overview of over two decades of study. Malays J Pathol 2001 Jun 
;23(1):9-16. 
 
109. Nishizaki M, Fujiwara T, Tanida T, et al. Recombinant adenovirus expressing wild-type p53 is 
antiangiogenic: a proposed mechanism for bystander effect. Clin. Cancer Res 1999 May 
;5(5):1015-1023. 
 
110. Gabrilovich DI. INGN 201 (Advexin): adenoviral p53 gene therapy for cancer. Expert Opin Biol 
Ther 2006 Aug ;6(8):823-832. 
 
111. INGN 201: Ad-p53, Ad5CMV-p53, adenoviral p53, p53 gene therapy--introgen, RPR/INGN 201. 
Drugs R D 2007 ;8(3):176-187. 
 
112. Ji L, Nishizaki M, Gao B, et al. Expression of several genes in the human chromosome 3p21.3 
homozygous deletion region by an adenovirus vector results in tumor suppressor activities in 
vitro and in vivo. Cancer Res 2002 May 1;62(9):2715-2720. 
 
113. Ito I, Ji L, Tanaka F, et al. Liposomal vector mediated delivery of the 3p FUS1 gene demonstrates 
potent antitumor activity against human lung cancer in vivo. Cancer Gene Ther 2004 Nov 
;11(11):733-739. 
 
114. Balmain A, Gray J, Ponder B. The genetics and genomics of cancer. Nat. Genet 2003 Mar ;33 
Suppl238-244. 
 
115. Altaner C. Prodrug cancer gene therapy. Cancer Lett 2008 Nov 8;270(2):191-201. 
 
116. Saukkonen K, Hemminki A. Tissue-specific promoters for cancer gene therapy. Expert Opin Biol 
Ther 2004 May ;4(5):683-696. 
 
117. Greco O, Joiner MC, Doleh A, Powell AD, Hillman GG, Scott SD. Hypoxia- and radiation-activated 
Cre/loxP 'molecular switch' vectors for gene therapy of cancer. Gene Ther 2006 Feb ;13(3):206-
215. 
 
118. Kirn D, Niculescu-Duvaz I, Hallden G, Springer CJ. The emerging fields of suicide gene therapy 
and virotherapy. Trends Mol Med 2002 ;8(4 Suppl):S68-73. 
 156 
119. Portsmouth D, Hlavaty J, Renner M. Suicide genes for cancer therapy. Mol. Aspects Med 2007 
Feb ;28(1):4-41. 
 
120. Fillat C, Carrió M, Cascante A, Sangro B. Suicide gene therapy mediated by the Herpes Simplex 
virus thymidine kinase gene/Ganciclovir system: fifteen years of application. Curr Gene Ther 
2003 Feb ;3(1):13-26. 
 
121. Kievit E, Nyati MK, Ng E, et al. Yeast cytosine deaminase improves radiosensitization and 
bystander effect by 5-fluorocytosine of human colorectal cancer xenografts. Cancer Res 2000 
Dec 1;60(23):6649-6655. 
 
122. Erbs P, Regulier E, Kintz J, et al. In vivo cancer gene therapy by adenovirus-mediated transfer of 
a bifunctional yeast cytosine deaminase/uracil phosphoribosyltransferase fusion gene. Cancer 
Res 2000 Jul 15;60(14):3813-22. 
 
123. Erbs P, Findeli A, Kintz J, et al. Modified vaccinia virus Ankara as a vector for suicide gene 
therapy. Cancer Gene Ther 2008 Jan ;15(1):18-28. 
 
124. Foloppe J, Kintz J, Futin N, et al. Targeted delivery of a suicide gene to human colorectal tumors 
by a conditionally replicating vaccinia virus. Gene Ther 2008 Oct ;15(20):1361-71. 
 
125. Graham FL, Smiley J, Russell WC, Nairn R. Characteristics of a human cell line transformed by 
DNA from human adenovirus type 5. J. Gen. Virol 1977 Jul ;36(1):59-74. 
 
126. Gómez-Navarro J, Curiel DT, Douglas JT. Gene therapy for cancer. Eur. J. Cancer 1999 Dec 
;35(14):2039-2057. 
 
127. Edelstein ML, Abedi MR, Wixon J. Gene therapy clinical trials worldwide to 2007--an update. J 
Gene Med 2007 Oct ;9(10):833-842. 
 
128. Tal J. Adeno-associated virus-based vectors in gene therapy. J. Biomed. Sci 2000 Aug ;7(4):279-
291. 
 
129. Rosenfeld MR, Meneses P, Dalmau J, Drobnjak M, Cordon-Cardo C, Kaplitt MG. Gene transfer of 
wild-type p53 results in restoration of tumor-suppressor function in a medulloblastoma cell 
line. Neurology 1995 Aug ;45(8):1533-1539. 
 
130. Hoshi M, Harada A, Kawase T, Uyemura K, Yazaki T. Antitumoral effects of defective herpes 
simplex virus-mediated transfer of tissue inhibitor of metalloproteinases-2 gene in malignant 
glioma U87 in vitro: consequences for anti-cancer gene therapy. Cancer Gene Ther 2000 May 
;7(5):799-805. 
 
131. Tung C, Federoff HJ, Brownlee M, et al. Rapid production of interleukin-2-secreting tumor cells 
by herpes simplex virus-mediated gene transfer: implications for autologous vaccine 
production. Hum. Gene Ther 1996 Dec 1;7(18):2217-2224. 
 
132. Toda M, Martuza RL, Kojima H, Rabkin SD. In situ cancer vaccination: an IL-12 defective 
vector/replication-competent herpes simplex virus combination induces local and systemic 
antitumor activity. J. Immunol 1998 May 1;160(9):4457-4464. 
 
 157 
133. Kanno H, Hattori S, Sato H, et al. Experimental gene therapy against subcutaneously implanted 
glioma with a herpes simplex virus-defective vector expressing interferon-gamma. Cancer Gene 
Ther 1999 Apr ;6(2):147-154. 
 
134. Toda M, Martuza RL, Rabkin SD. Tumor growth inhibition by intratumoral inoculation of 
defective herpes simplex virus vectors expressing granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor. Mol. Ther 2000 Oct ;2(4):324-329. 
 
135. Seth P. Vector-mediated cancer gene therapy: an overview. Cancer Biol. Ther 2005 May 
;4(5):512-517. 
 
136. Dalba C, Bellier B, Kasahara N, Klatzmann D. Replication-competent vectors and empty virus-
like particles: new retroviral vector designs for cancer gene therapy or vaccines. Mol. Ther 2007 
Mar ;15(3):457-466. 
 
137. Morgan RA, Dudley ME, Wunderlich JR, et al. Cancer regression in patients after transfer of 
genetically engineered lymphocytes. Science 2006 Oct 6;314(5796):126-129. 
 
138. Brill TH, Kübler HR, von Randenborgh H, et al. Allogeneic retrovirally transduced, IL-2- and IFN-
gamma-secreting cancer cell vaccine in patients with hormone refractory prostate cancer--a 
phase I clinical trial. J Gene Med 2007 Jul ;9(7):547-560. 
 
139. Buchschacher GL, Wong-Staal F. Development of lentiviral vectors for gene therapy for human 
diseases. Blood 2000 Apr 15;95(8):2499-2504. 
 
140. Moss B. Poxviridae: the viruses and their replication. Fields virology, 2001 ;22849–2883. 
 
141. Fauquet C, Viruses ICOTO, Division IUOMSV, et al. Virus Taxonomy.  Academic Press; 2005.  
 
142. Murphy FA, Gibbs EP, Horzinek MC, Studdert MJ. Veterinary virology.  Academic Pr; 1999.  
 
143. Cyrklaff M, Risco C, Fernández JJ, et al. Cryo-electron tomography of vaccinia virus. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A 2005 Feb 22;102(8):2772-2777. 
 
144. Hollinshead M, Vanderplasschen A, Smith GL, Vaux DJ. Vaccinia virus intracellular mature 
virions contain only one lipid membrane. J. Virol 1999 Feb ;73(2):1503-1517. 
 
145. Schmelz M, Sodeik B, Ericsson M, et al. Assembly of vaccinia virus: the second wrapping 
cisterna is derived from the trans Golgi network. J. Virol 1994 Jan ;68(1):130-147. 
 
146. Tooze J, Hollinshead M, Reis B, Radsak K, Kern H. Progeny vaccinia and human cytomegalovirus 
particles utilize early endosomal cisternae for their envelopes. Eur. J. Cell Biol 1993 Feb 
;60(1):163-178. 
 
147. Smith GL, Vanderplasschen A, Law M. The formation and function of extracellular enveloped 
vaccinia virus. J. Gen. Virol 2002 Dec ;83(Pt 12):2915-2931. 
 
148. Vanderplasschen A, Mathew E, Hollinshead M, Sim RB, Smith GL. Extracellular enveloped 
vaccinia virus is resistant to complement because of incorporation of host complement control 
proteins into its envelope. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 1998 Jun 23;95(13):7544-7549. 
 
 158 
149. Blasco R, Sisler JR, Moss B. Dissociation of progeny vaccinia virus from the cell membrane is 
regulated by a viral envelope glycoprotein: effect of a point mutation in the lectin homology 
domain of the A34R gene. J. Virol 1993 Jun ;67(6):3319-3325. 
 
150. Blasco R, Moss B. Role of cell-associated enveloped vaccinia virus in cell-to-cell spread. J. Virol 
1992 Jul ;66(7):4170-4179. 
 
151. Cameron C, Hota-Mitchell S, Chen L, et al. The complete DNA sequence of myxoma virus. 
Virology 1999 Nov 25;264(2):298-318. 
 
152. Duteyrat J, Gelfi J, Bertagnoli S. Ultrastructural study of myxoma virus morphogenesis. Arch. 
Virol 2006 Nov ;151(11):2161-80. 
 
153. Roberts KL, Smith GL. Vaccinia virus morphogenesis and dissemination. Trends Microbiol 2008 
Oct ;16(10):472-479. 
 
154. Moss B. Poxvirus entry and membrane fusion. Virology 2006 Jan 5;344(1):48-54. 
 
155. Chung CS, Hsiao JC, Chang YS, Chang W. A27L protein mediates vaccinia virus interaction with 
cell surface heparan sulfate. J. Virol 1998 Feb ;72(2):1577-1585. 
 
156. Lin CL, Chung CS, Heine HG, Chang W. Vaccinia virus envelope H3L protein binds to cell surface 
heparan sulfate and is important for intracellular mature virion morphogenesis and virus 
infection in vitro and in vivo. J. Virol 2000 Apr ;74(7):3353-3365. 
 
157. Hsiao JC, Chung CS, Chang W. Vaccinia virus envelope D8L protein binds to cell surface 
chondroitin sulfate and mediates the adsorption of intracellular mature virions to cells. J. Virol 
1999 Oct ;73(10):8750-8761. 
 
158. Carter GC, Rodger G, Murphy BJ, et al. Vaccinia virus cores are transported on microtubules. J. 
Gen. Virol 2003 Sep ;84(Pt 9):2443-2458. 
 
159. Townsley AC, Weisberg AS, Wagenaar TR, Moss B. Vaccinia virus entry into cells via a low-pH-
dependent endosomal pathway. J. Virol 2006 Sep ;80(18):8899-8908. 
 
160. Bengali Z, Townsley AC, Moss B. Vaccinia virus strain differences in cell attachment and entry. 
Virology 2009 Jun 20;389(1-2):132-140. 
 
161. Sodeik B, Krijnse-Locker J. Assembly of vaccinia virus revisited: de novo membrane synthesis or 
acquisition from the host? Trends Microbiol 2002 Jan ;10(1):15-24. 
 
162. Mercer J, Helenius A. Vaccinia virus uses macropinocytosis and apoptotic mimicry to enter host 
cells. Science 2008 Apr 25;320(5875):531-535. 
 
163. Law M, Carter GC, Roberts KL, Hollinshead M, Smith GL. Ligand-induced and nonfusogenic 
dissolution of a viral membrane. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 2006 Apr 11;103(15):5989-5994. 
 
164. Broyles SS. Vaccinia virus transcription. J. Gen. Virol 2003 Sep ;84(Pt 9):2293-2303. 
 
165. DeLange AM, McFadden G. The role of telomeres in poxvirus DNA replication. Curr. Top. 
Microbiol. Immunol 1990 ;16371-92. 
 
 159 
166. Assarsson E, Greenbaum JA, Sundström M, et al. Kinetic analysis of a complete poxvirus 
transcriptome reveals an immediate-early class of genes. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 2008 Feb 
12;105(6):2140-2145. 
 
167. Chung C, Huang C, Chang W. Vaccinia virus penetration requires cholesterol and results in 
specific viral envelope proteins associated with lipid rafts. J. Virol 2005 Feb ;79(3):1623-1634. 
 
168. Chahroudi A, Chavan R, Kozyr N, et al. Vaccinia virus tropism for primary hematolymphoid cells 
is determined by restricted expression of a unique virus receptor. J. Virol 2005 Aug 
;79(16):10397-10407. 
 
169. Eppstein DA, Marsh YV, Schreiber AB, Newman SR, Todaro GJ, Nestor JJ. Epidermal growth 
factor receptor occupancy inhibits vaccinia virus infection. Nature 1985 Jan 19;318(6047):663-
665. 
 
170. Lalani AS, Masters J, Zeng W, et al. Use of chemokine receptors by poxviruses. Science 1999 Dec 
3;286(5446):1968-1971. 
 
171. Johnston JB, Barrett JW, Chang W, et al. Role of the serine-threonine kinase PAK-1 in myxoma 
virus replication. J. Virol 2003 May ;77(10):5877-5888. 
 
172. Barrett JW, Shun Chang C, Wang G, et al. Myxoma virus M063R is a host range gene essential 
for virus replication in rabbit cells. Virology 2007 Apr 25;361(1):123-32. 
 
173. Seet BT, Johnston JB, Brunetti CR, et al. Poxviruses and immune evasion. Annu. Rev. Immunol 
2003 ;21377-423. 
 
174. Buller RM, Chakrabarti S, Moss B, Fredrickson T. Cell proliferative response to vaccinia virus is 
mediated by VGF. Virology 1988 May ;164(1):182-192. 
 
175. Opgenorth A, Graham K, Nation N, Strayer D, McFadden G. Deletion analysis of two tandemly 
arranged virulence genes in myxoma virus, M11L and myxoma growth factor. J. Virol 1992 Aug 
;66(8):4720-4731. 
 
176. Nash P, Barrett J, Cao JX, et al. Immunomodulation by viruses: the myxoma virus story. 
Immunol. Rev 1999 Apr ;168103-120. 
 
177. Everett H, McFadden G. Poxviruses and apoptosis: a time to die. Curr. Opin. Microbiol 2002 Aug 
;5(4):395-402. 
 
178. Xu X, Nash P, McFadden G. Myxoma virus expresses a TNF receptor homolog with two distinct 
functions. Virus Genes 2000 ;21(1-2):97-109. 
 
179. Macen JL, Graham KA, Lee SF, Schreiber M, Boshkov LK, McFadden G. Expression of the 
myxoma virus tumor necrosis factor receptor homologue and M11L genes is required to 
prevent virus-induced apoptosis in infected rabbit T lymphocytes. Virology 1996 Apr 
1;218(1):232-237. 
 
180. Barry M, Hnatiuk S, Mossman K, Lee SF, Boshkov L, McFadden G. The myxoma virus M-T4 gene 
encodes a novel RDEL-containing protein that is retained within the endoplasmic reticulum and 
is important for the productive infection of lymphocytes. Virology 1997 Dec 22;239(2):360-377. 
 
 160 
181. Zúñiga MC. A pox on thee! Manipulation of the host immune system by myxoma virus and 
implications for viral-host co-adaptation. Virus Res 2002 Sep ;88(1-2):17-33. 
 
182. Hnatiuk S, Barry M, Zeng W, et al. Role of the C-terminal RDEL motif of the myxoma virus M-T4 
protein in terms of apoptosis regulation and viral pathogenesis. Virology 1999 Oct 
25;263(2):290-306. 
 
183. Mossman K, Lee SF, Barry M, Boshkov L, McFadden G. Disruption of M-T5, a novel myxoma 
virus gene member of poxvirus host range superfamily, results in dramatic attenuation of 
myxomatosis in infected European rabbits. J. Virol 1996 Jul ;70(7):4394-4410. 
 
184. Johnston JB, Wang G, Barrett JW, et al. Myxoma virus M-T5 protects infected cells from the 
stress of cell cycle arrest through its interaction with host cell cullin-1. J Virol 2005 Aug 
;79(16):10750-63. 
 
185. Wang G, Barrett JW, Stanford M, et al. Infection of human cancer cells with myxoma virus 
requires Akt activation via interaction with a viral ankyrin-repeat host range factor. Proc Natl 
Acad Sci U S A 2006 Mar 21;103(12):4640-5. 
 
186. Werden SJ, Barrett JW, Wang G, Stanford MM, McFadden G. M-T5, the ankyrin repeat, host 
range protein of myxoma virus, activates Akt and can be functionally replaced by cellular PIKE-
A. J Virol 2007 Mar ;81(5):2340-8. 
 
187. Werden SJ, McFadden G. The role of cell signaling in poxvirus tropism: the case of the M-T5 
host range protein of myxoma virus. Biochim. Biophys. Acta 2008 Jan ;1784(1):228-37. 
 
188. Everett H, Barry M, Lee SF, et al. M11L: a novel mitochondria-localized protein of myxoma virus 
that blocks apoptosis of infected leukocytes. J. Exp. Med 2000 May 1;191(9):1487-1498. 
 
189. Everett H, McFadden G. Viruses and apoptosis: meddling with mitochondria. Virology 2001 Sep 
15;288(1):1-7. 
 
190. Su J, Wang G, Barrett JW, Irvine TS, Gao X, McFadden G. Myxoma virus M11L blocks apoptosis 
through inhibition of conformational activation of Bax at the mitochondria. J. Virol 2006 Feb 
;80(3):1140-1151. 
 
191. Petit F, Bertagnoli S, Gelfi J, Fassy F, Boucraut-Baralon C, Milon A. Characterization of a myxoma 
virus-encoded serpin-like protein with activity against interleukin-1 beta-converting enzyme. J. 
Virol 1996 Sep ;70(9):5860-6. 
 
192. Turner PC, Sancho MC, Thoennes SR, Caputo A, Bleackley RC, Moyer RW. Myxoma virus Serp2 is 
a weak inhibitor of granzyme B and interleukin-1beta-converting enzyme in vitro and unlike 
CrmA cannot block apoptosis in cowpox virus-infected cells. J. Virol 1999 Aug ;73(8):6394-6404. 
 
193. Messud-Petit F, Gelfi J, Delverdier M, et al. Serp2, an inhibitor of the interleukin-1beta-
converting enzyme, is critical in the pathobiology of myxoma virus. J. Virol 1998 Oct 
;72(10):7830-9. 
 
194. Wang F, Ma Y, Barrett JW, et al. Disruption of Erk-dependent type I interferon induction breaks 
the myxoma virus species barrier. Nat Immunol 2004 Dec ;5(12):1266-74. 
 
 161 
195. Johnston JB, Nazarian SH, Natale R, McFadden G. Myxoma virus infection of primary human 
fibroblasts varies with cellular age and is regulated by host interferon responses. Virology 2005 
Feb 5;332(1):235-248. 
 
196. Upton C, Mossman K, McFadden G. Encoding of a homolog of the IFN-gamma receptor by 
myxoma virus. Science 1992 Nov 20;258(5086):1369-1372. 
 
197. Lalani AS, Graham K, Mossman K, et al. The purified myxoma virus gamma interferon receptor 
homolog M-T7 interacts with the heparin-binding domains of chemokines. J. Virol 1997 Jun 
;71(6):4356-4363. 
 
198. Bartee MY, Dai E, Liu L, et al. 10 M-T7: measuring chemokine-modulating activity. Meth. 
Enzymol 2009 ;460209-228. 
 
199. Barrett JW, Cao JX, Hota-Mitchell S, McFadden G. Immunomodulatory proteins of myxoma 
virus. Semin Immunol 2001 Feb ;13(1):73-84. 
 
200. Yuwen H, Cox JH, Yewdell JW, Bennink JR, Moss B. Nuclear localization of a double-stranded 
RNA-binding protein encoded by the vaccinia virus E3L gene. Virology 1993 Aug ;195(2):732-
744. 
 
201. Chang HW, Uribe LH, Jacobs BL. Rescue of vaccinia virus lacking the E3L gene by mutants of E3L. 
J. Virol 1995 Oct ;69(10):6605-6608. 
 
202. Brandt TA, Jacobs BL. Both carboxy- and amino-terminal domains of the vaccinia virus 
interferon resistance gene, E3L, are required for pathogenesis in a mouse model. J. Virol 2001 
Jan ;75(2):850-856. 
 
203. Smith GL, Symons JA, Alcamı́ A. Poxviruses: interfering with interferon.  In: Seminars in Virology.  
1998.  p. 409–418. 
 
204. Romano PR, Zhang F, Tan SL, et al. Inhibition of double-stranded RNA-dependent protein kinase 
PKR by vaccinia virus E3: role of complex formation and the E3 N-terminal domain. Mol. Cell. 
Biol 1998 Dec ;18(12):7304-7316. 
 
205. Kwon J, Rich A. Biological function of the vaccinia virus Z-DNA-binding protein E3L: gene 
transactivation and antiapoptotic activity in HeLa cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 2005 Sep 
6;102(36):12759-12764. 
 
206. García MA, Guerra S, Gil J, Jimenez V, Esteban M. Anti-apoptotic and oncogenic properties of 
the dsRNA-binding protein of vaccinia virus, E3L. Oncogene 2002 Dec 5;21(55):8379-8387. 
 
207. Ramelot TA, Cort JR, Yee AA, et al. Myxoma virus immunomodulatory protein M156R is a 
structural mimic of eukaryotic translation initiation factor eIF2alpha. J. Mol. Biol 2002 Oct 
4;322(5):943-954. 
 
208. Waibler Z, Anzaghe M, Frenz T, et al. Vaccinia virus-mediated inhibition of type I interferon 
responses is a multifactorial process involving the soluble type I interferon receptor B18 and 
intracellular components. J. Virol 2009 Feb ;83(4):1563-1571. 
 
209. Barrett JW, Sypula J, Wang F, et al. M135R is a novel cell surface virulence factor of myxoma 
virus. J. Virol 2007 Jan ;81(1):106-114. 
 162 
210. Guerin JL, Gelfi J, Camus C, et al. Characterization and functional analysis of Serp3: a novel 
myxoma virus-encoded serpin involved in virulence. J. Gen. Virol 2001 Jun ;82(Pt 6):1407-17. 
 
211. Camus-Bouclainville C, Fiette L, Bouchiha S, et al. A virulence factor of myxoma virus colocalizes 
with NF-kappaB in the nucleus and interferes with inflammation. J. Virol 2004 Mar ;78(5):2510-
6. 
 
212. Johnston JB, Barrett JW, Nazarian SH, et al. A poxvirus-encoded pyrin domain protein interacts 
with ASC-1 to inhibit host inflammatory and apoptotic responses to infection. Immunity 2005 
Dec ;23(6):587-598. 
 
213. Cameron CM, Barrett JW, Mann M, Lucas A, McFadden G. Myxoma virus M128L is expressed as 
a cell surface CD47-like virulence factor that contributes to the downregulation of macrophage 
activation in vivo. Virology 2005 Jun 20;337(1):55-67. 
 
214. Cameron CM, Barrett JW, Liu L, Lucas AR, McFadden G. Myxoma virus M141R expresses a viral 
CD200 (vOX-2) that is responsible for down-regulation of macrophage and T-cell activation in 
vivo. J. Virol 2005 May ;79(10):6052-6067. 
 
215. Guerin J, Gelfi J, Boullier S, et al. Myxoma virus leukemia-associated protein is responsible for 
major histocompatibility complex class I and Fas-CD95 down-regulation and defines scrapins, a 
new group of surface cellular receptor abductor proteins. J. Virol 2002 Mar ;76(6):2912-23. 
 
216. Mansouri M, Bartee E, Gouveia K, et al. The PHD/LAP-domain protein M153R of myxomavirus is 
a ubiquitin ligase that induces the rapid internalization and lysosomal destruction of CD4. J. 
Virol 2003 Jan ;77(2):1427-1440. 
 
217. Collin N, Guérin J, Drexler I, et al. The poxviral scrapin MV-LAP requires a myxoma viral 
infection context to efficiently downregulate MHC-I molecules. Virology 2005 Dec 
20;343(2):171-8. 
 
218. Bertagnoli S, Gelfi J, Le Gall G, et al. Protection against myxomatosis and rabbit viral 
hemorrhagic disease with recombinant myxoma viruses expressing rabbit hemorrhagic disease 
virus capsid protein. J Virol 1996 Aug ;70(8):5061-6. 
 
219. Pignolet B, Boullier S, Gelfi J, et al. Safety and immunogenicity of myxoma virus as a new viral 
vector for small ruminants. J. Gen. Virol 2008 Jun ;89(Pt 6):1371-9. 
 
220. McCabe VJ, Tarpey I, Spibey N. Vaccination of cats with an attenuated recombinant myxoma 
virus expressing feline calicivirus capsid protein. Vaccine 2002 Jun 7;20(19-20):2454-2462. 
 
221. McCabe VJ, Spibey N. Potential for broad-spectrum protection against feline calicivirus using an 
attenuated myxoma virus expressing a chimeric FCV capsid protein. Vaccine 2005 Nov 
16;23(46-47):5380-5388. 
 
222. Smith GL, Moss B. Infectious poxvirus vectors have capacity for at least 25 000 base pairs of 
foreign DNA. Gene 1983 Nov ;25(1):21-28. 
 
223. Drillien R, Spehner D, Autran B, Garin D. Les poxvirus: une famille de vecteurs. Virologie 2003 
;7(4):243–53. 
 
 163 
224. Hruby DE. Vaccinia virus vectors: new strategies for producing recombinant vaccines. Clin. 
Microbiol. Rev 1990 Apr ;3(2):153-170. 
 
225. Yu YA, Shabahang S, Timiryasova TM, et al. Visualization of tumors and metastases in live 
animals with bacteria and vaccinia virus encoding light-emitting proteins. Nat. Biotechnol 2004 
Mar ;22(3):313-320. 
 
226. Hu Y, Lee J, McCart JA, et al. Yaba-like disease virus: an alternative replicating poxvirus vector 
for cancer gene therapy. J. Virol 2001 Nov ;75(21):10300-10308. 
 
227. Yang H, Kim S, Kim M, et al. Antiviral chemotherapy facilitates control of poxvirus infections 
through inhibition of cellular signal transduction. J. Clin. Invest 2005 Feb ;115(2):379-387. 
 
228. Guo ZS, Naik A, O'Malley ME, et al. The enhanced tumor selectivity of an oncolytic vaccinia 
lacking the host range and antiapoptosis genes SPI-1 and SPI-2. Cancer Res 2005 Nov 
1;65(21):9991-9998. 
 
229. Kirn DH, Wang Y, Le Boeuf F, Bell J, Thorne SH. Targeting of interferon-beta to produce a 
specific, multi-mechanistic oncolytic vaccinia virus. PLoS Med 2007 Dec ;4(12):e353. 
 
230. Kim JH, Oh JY, Park BH, et al. Systemic armed oncolytic and immunologic therapy for cancer 
with JX-594, a targeted poxvirus expressing GM-CSF. Mol. Ther 2006 Sep ;14(3):361-370. 
 
231. Fenner F, Ross J. Myxomatosis.  In: The European rabbit: the history and biology of a successful 
colonizer.  New york: Thompson, H.V., King, C.M.; 1994.  p. 205-239. 
 
232. Fenner F. Adventures with poxviruses of vertebrates. FEMS Microbiol. Rev 2000 Apr ;24(2):123-
133. 
 
233. Jackson EW, Dorn CR, Saito JK, McKercher DG. Absence of serological evidence of myxoma virus 
infection in humans exposed during an outbreak of myxomatosis. Nature 1966 Jul 
16;211(5046):313-4. 
 
234. Burnet FM. Changing patterns: an atypical autobiography.  Elsevier Publishing Company; 1969.  
 
235. Bull LB, Dickinson CG. The specificity of the virus of rabbit myxomatosis. Journal of the Council 
of Scientific and Industrial Research of Australia 1937 ;10291–294. 
 
236. Pignolet B, Duteyrat J, Allemandou A, Gelfi J, Foucras G, Bertagnoli S. In vitro permissivity of 
bovine cells for wild-type and vaccinal myxoma virus strains. Virol. J 2007 ;494. 
 
237. Andrewes CH, Harisijades S. Propagation of myxoma virus in one-day old mice. Br J Exp Pathol 
1955 Feb ;36(1):18-21. 
 
238. Barrett JW, Alston LR, Wang F, et al. Identification of host range mutants of myxoma virus with 
altered oncolytic potential in human glioma cells. J Neurovirol 2007 Dec ;13(6):549-60. 
 
239. Stanford MM, Barrett JW, Nazarian SH, Werden S, McFadden G. Oncolytic virotherapy 
synergism with signaling inhibitors: Rapamycin increases myxoma virus tropism for human 
tumor cells. J Virol 2007 Feb ;81(3):1251-60. 
 
 164 
240. Abraham RT, Gibbons JJ. The mammalian target of rapamycin signaling pathway: twists and 
turns in the road to cancer therapy. Clin. Cancer Res 2007 Jun 1;13(11):3109-3114. 
 
241. Su J, Wang G, Barrett JW, Irvine TS, Gao X, McFadden G. Myxoma virus M11L blocks apoptosis 
through inhibition of conformational activation of Bax at the mitochondria. J. Virol 2006 Feb 
;80(3):1140-1151. 
 
242. Wang G, Barrett JW, Nazarian SH, et al. Myxoma virus M11L prevents apoptosis through 
constitutive interaction with Bak. J. Virol 2004 Jul ;78(13):7097-7111. 
 
243. Messud-Petit F, Gelfi J, Delverdier M, et al. Serp2, an inhibitor of the interleukin-1beta-
converting enzyme, is critical in the pathobiology of myxoma virus. J Virol 1998 Oct 
;72(10):7830-9. 
 
244. Opgenorth A, Graham K, Nation N, Strayer D, McFadden G. Deletion analysis of two tandemly 
arranged virulence genes in myxoma virus, M11L and myxoma growth factor. J. Virol 1992 Aug 
;66(8):4720-4731. 
 
245. Falkner FG, Moss B. Transient dominant selection of recombinant vaccinia viruses. J. Virol 1990 
Jun ;64(6):3108-3111. 
 
246. Blanié S, Mortier J, Delverdier M, Bertagnoli S, Camus-Bouclainville C. M148R and M149R are 
two virulence factors for myxoma virus pathogenesis in the European rabbit. Vet. Res 2009 Feb 
;40(1):11. 
 
247. García MA, Meurs EF, Esteban M. The dsRNA protein kinase PKR: virus and cell control. 
Biochimie 2007 Jul ;89(6-7):799-811. 
 
248. Der SD, Yang YL, Weissmann C, Williams BR. A double-stranded RNA-activated protein kinase-
dependent pathway mediating stress-induced apoptosis. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 1997 Apr 
1;94(7):3279-3283. 
 
249. Beattie E, Kauffman EB, Martinez H, et al. Host-range restriction of vaccinia virus E3L-specific 
deletion mutants. Virus Genes 1996 ;12(1):89-94. 
 
250. Bondar VM, Sweeney-Gotsch B, Andreeff M, Mills GB, McConkey DJ. Inhibition of the 
phosphatidylinositol 3'-kinase-AKT pathway induces apoptosis in pancreatic carcinoma cells in 
vitro and in vivo. Mol. Cancer Ther 2002 Oct ;1(12):989-997. 
 
251. Saurat P, Gilbert  Y, Ganière J. Etude d'une souche de virus myxomateux modifié. Revue de 
Médecine Vétérinaire 1978 ;(129):415-451. 
 
252. Ohradanova A, Vullo D, Kopacek J, et al. Reconstitution of carbonic anhydrase activity of the 
cell-surface-binding protein of vaccinia virus. Biochem. J 2007 Oct 1;407(1):61-67. 
 
253. Kangasniemi L, Koskinen M, Jokinen M, et al. Extended release of adenovirus from silica 
implants in vitro and in vivo. Gene Ther 2009 Jan ;16(1):103-110. 
 
254. Gelfi J, Chantal J, Phong TT, Py R, Boucraut-Baralon C. Development of an ELISA for detection of 
myxoma virus-specific rabbit antibodies: test evaluation for diagnostic applications on 
vaccinated and wild rabbit sera. J. Vet. Diagn. Invest 1999 May ;11(3):240-245. 
 
 165 
ANNEXE :  
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TITRE: Optimised myxoma virus for human cancer virotherapy 
 
SUMMARY:  
Myxoma virus (MYXV), agent of myxomatosis in European rabbits (Oryctolagus cuniculus), exhibits 
highly species-specific host tropism. Although it has been proven to be non pathogenic in all other 
vertebrate species, including man, MYXV is able to infect and kill human tumour cells. In order to use 
this promising oncolytic virus (OV) candidate against human colorectal, pancreatic and ovarian 
cancers, we investigated oncolytic capacities of optimised MYXV in vitro and in vivo. 
 The oncolytic capacities of MYXV (MYXV-SG) SG33 vaccine strain of appeared to be significantly 
superior compared to the wild type T1 strain (MYXV-T1), in terms of replication and cell killing in 
human tumour cells in vitro. We demonstrated that the reduced viral activity of OV at low 
multiplicity of infection (MOI) could be counterbalanced by FCU1-suicide-gene-induced specific 
molecular chemotherapy. We studied the possibility of in vivo controlled release of oncolytic viral 
vectors at tumours sites by encapsulating OV in safe, natural and biodegradable sol-gel silica matrix. 
The safety of local and systemic injection of MYXV was confirmed in two different animal models, 
namely Swiss nude mice and immunocompetent rhesus macaque. Finally, oncolytic efficacy of MYXV-
SG was investigated in nude mice bearing subcutaneous human colorectal tumours.   
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RESUME :  
Le virus myxomateux (MYXV), agent de la myxomatose chez le lapin européen (Oryctolagus 
cuniculus), présente une spécificité d’hôte restreinte. Bien qu’aucun cas d’infection n’ai jamais été 
mis en évidence chez d’autres espèces de vertébrés que les lagomorphes, y compris l’Homme, il est 
capable d’infecter et de lyser les cellules tumorales humaines. En vue d’utiliser ce nouveau candidat 
viral prometteur contre les cancers colorectaux, pancréatiques et ovariens chez l’Homme, nous 
avons exploré et optimisé son potentiel oncolytique in vitro et in vivo.  
Nous avons mis en évidence la supériorité oncolytique de la souche vaccinale SG33 de MYXV, dans sa 
capacité à se répliquer, à diffuser et à lyser les cellules d’adénocarcinome colorectal, pancréatique et 
ovarien humains in vitro. L’efficacité oncolytique étant dépendante de la quantité de virus 
administré, nous avons montré la possibilité de compenser la diminution de l’effet lytique à de 
faibles multiplicités d’infection (MOI), en l’associant à la chimiothérapie moléculaire induite par le 
gène suicide FCU1. Par ailleurs, nous avons abordé la possibilité d’améliorer l’apport des vecteurs 
oncolytiques sur les sites tumoraux in vivo, grâce à une méthode originale consistant à encapsuler les 
virus dans une matrice de silice biodégradable. Nous avons vérifié l’innocuité de la souche vaccinale 
oncolytique chez deux espèces de mammifères, la souris immunodéficiente et le macaque rhésus. 
Enfin, l’étude de l’efficacité anti-tumorale de la souche SG33 a été entreprise dans un modèle murin 
de tumeurs colorectales humaines sous cutanées.       
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